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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 
 มัชฐาวี โพธิกนิษฐ : การพัฒนาเทคนิค Multiplex allele-specific recombinase polymerase 

amplification with dipstick chromatography (MAS-RPA-DC) ในการวินิจฉัยการดื้อยา Rifampicin 
ของเชื้อ Mycobacterium tuberculosis. ( DEVELOPMENT OF MULTIPLEX ALLELE-
SPECIFIC RECOMBINASE POLYMERASE AMPLIFICATION WITH DIPSTICK CHROMATOGRAPHY 
(MAS-RPA-DC) FOR RIFAMPICIN RESISTANCE Mycobacterium tuberculosis DETECTION) อ.ท่ี
ปรึกษาหลัก : ผศ. ดร.ปาหนัน รัฐวงศ์จิรกุล 

  
วัณโรคดื้อยาหลายขนาน (Multidrug-resistant tuberculosis: MDR-TB) เป็นหน่ึงในสาเหตุหลักท่ีท าให้

การรักษาวัณโรคล้มเหลว และส่งผลให้การแพร่ระบาดของโรคยังคงมีอัตราท่ีสูง วัณโรคดื้อยาหลายขนานเกิดจากเชื้อ 
Mycobacterium tuberculosis ท่ีดื้อต่อยา Rifampicin และยา Isoniazid พร้อมกัน โดยมากกว่า 90% ของวัณโรคท่ี
ดื้อยา Rifampicin มักเกิดการดื้อยา Isoniazid ร่วมด้วยภายหลัง ดังนั้นการตรวจวินิจฉัยการดื้อยา Rifampicin ของเชื้อ 
M. tuberculosis จึงสามารถใช้เป็นตัวแทนในการตรวจหาวัณโรคดื้อยาหลายขนานได้ วิธีทางอณูชีววิทยาท่ีใช้วินิจฉัยวัณ
โรคดื้อยาหลายขนานในปัจจุบันต้องอาศัยเครื่องมือท่ีมีราคาแพงและการดูแลซ่อมบ ารุงอย่ างสม่ าเสมอ การเพิ่มปริมาณ
สารพันธุกรรมภายใต้อุณหภูมิคงท่ีได้เข้ามามีบทบาทอย่างมากในการวินิจฉัยโรคทางห้องปฏิบัติการและเป็นทางเลือก
ส าหรับการทดสอบท่ีไม่ต้องอาศัยเครื่องมือท่ีจ าเพาะ สามารถให้ผลการทดสอบท่ีถูกต้อง รวดเร็ว และน าไปประยุกต์ใช้ ณ 
งานภาคสนามได้  การศึกษาครั้ง น้ีมีวัตถุประสงค์เพื่ อพัฒนาเทคนิค  Multiplex allele-specific recombinase 
polymerase amplification ร่วมกับ dipstick chromatography (MAS-RPA-DC) ส าหรับตรวจหาการกลายพันธุ์
ภายในยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 ซ่ึงสัมพันธ์กับการดื้อยา Rifampicin ของเชื้อ M. tuberculosis 
ในการทดสอบภายใต้ปฏิกิริยาเดียวกันและแบบอ่านผลด้วยตาเปล่า  ภายหลังน าเทคนิค MAS-RPA-DC มาทดสอบกับ 
DNA ท่ีสกัดได้จากโคโลนีของเชื้อ M. tuberculosis  สายพันธุ์คลินิกจ านวน 141 ตัวอย่าง พบว่าเทคนิค MAS-RPA-DC 
มีความไวและความจ าเพาะท่ีสูงเมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค Sanger DNA sequencing โดยมีความไวในการตรวจการ
กลายพันธุ์ของยีน  rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 มี ค่าเท่ากับ  100 % 70 % และ 98.2 % ตามล าดับ  มี ค่า
ความจ าเพาะในการตรวจการกลายพันธุ์ของยีน rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 เท่ากับ 95.5 % 97.5 % และ 97.7 
% ตามล าดับ  และมีความสอดคล้องอยู่ในระดับดีถึงดีมาก เมื่อเปรียบเทียบกับผลการทดสอบความไวต่อยา Rifampicin 
ด้วยวิธีฟีโนไทป์ของเชื้อจ านวน 125 ตัวอย่าง พบว่าเทคนิค MAS-RPA-DC มีความไวและความจ าเพาะเท่ากับ 83.2 % 
และ 100 % ตามล าดับ และมีความสอดคล้องอยู่ในระดับดี เทคนิค MAS-RPA-DC มีความเข้มข้นน้อยท่ีสุดท่ีสามารถ
ทดสอบได้เท่ากับ 1 ng/µl และไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกลุ่มกับเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ท่ีมักพบในการก่อโรคทางเดินหายใจ 
เทคนิค MAS-RPA-DC สามารถน าไปศึกษาต่อเพื่อพัฒนาเป็นชุดตรวจวัณโรคดื้อยาหลายขนาน และเหมาะส าหรับใช้ใน
งานภาคสนามหรือโรงพยาบาลขนาดเล็ก เนื่องจากไม่จ าเป็นต้องอาศัยเครื่องมือท่ีจ าเพาะที่มีราคาแพง และยังเป็นเทคนิค
ท่ีมีความรวดเร็ว อ่านผลปฏิกิริยาแบบ Multiplex ได้ด้วยตาเปล่า ไม่ซับซ้อน ราคาถูก มีความไวและความจ าเพาะสูง 
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Multidrug-resistant tuberculosis (MDR-TB) is one of the causes of tuberculosis treatment 

failure resulting in a high incidence of the disease spreading. MDR-TB is tuberculosis that resists both 
rifampicin and isoniazid. Over 90% of rifampicin-resistant tuberculosis induce isoniazid resistance 
afterwards. Thus, the detection of rifampicin-resistant tuberculosis can be used as a surrogate marker 
for MDR-TB diagnosis. Molecular techniques used for MDR-TB diagnosis rely on expensive 
instrumentation and regular maintenance. Isothermal amplification has played a role in clinical 
laboratories as an alternative diagnostic test independent of specific instruments, which is accurate, 
rapid, and can be applied in fieldwork. This study aimed to develop multiplex allele-specific 
recombinase polymerase amplification with dipstick chromatography (MAS-RPA-DC) to simultaneously 
detect the rpoB gene mutations at codon 516 526 531 associated with rifampicin-resistant M. 
tuberculosis by naked eyes. A total of 141 DNA samples were extracted and tested by MAS-RPA-DC. 
The result of this study showed high sensitivity and specificity of the MAS-RPA-DC technique. The 
sensitivity of rpoB516 rpoB526 and rpoB531 mutation detection is 100%, 70% and 98.2%, respectively, 
compared to Sanger DNA sequencing. While the specificity of mutation detection of rpoB516 rpoB526 
and rpoB531 are 95.5% 97.5% and 97.7%, respectively. MAS-RPA-DC showed substantial to an almost 
perfect agreement with Sanger DNA sequencing. Compared to a phenotypic susceptibility method, 
MAS-RPA-DC exhibited 83.2 % and 100 % sensitivity and specificity, respectively, with a substantial 
agreement. The detection limit of MAS-RPA-DC was 1 ng/µl, and no cross-reaction with the other 
respiratory tract infection bacteria was noticed. MAS-RPA-DC could be further developed as a test kit 
for MDR-TB diagnosis suitable for fieldwork or small healthcare settings. MAS-RPA-DC is a specific 
instrument free technique, which is rapid, multi targets detection by naked eyes, less complex, low 
cost, and high sensitivity and specificity. 
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บทที่ 1 
บทน า 

 

1. ความส าคัญและที่มาของปัญหาการวิจัย  
โรคติดเชื้อวัณโรค (Tuberculosis : TB) มีสาเหตุหลักมาจากเชื้อแบคทีเรีย

Mycobacterium tuberculosis และเป็นปัญหาส าคัญระดับโลกท่ีทั้งนักวิจัย หน่วยงานทาง

สาธารณสุขต่างๆ รวมถึงองค์การอนามัยโลก World Health Organization (WHO) เห็นพ้องต้องกัน

ในการหามาตรการลดจ านวนผู้ป่วยวัณโรค รวมไปถึงการควบคุม ป้องกัน และรักษาวัณโรคให้หมดสิ้น

ไป จากรายงานการประชุมเกี่ยวกับวัณโรคขององค์การอนามัยโลกประจ าปี พ.ศ.2563 ระบุว่าในปี 

พ.ศ.2562 มีประชากรจากท่ัวโลกถึง 10 ล้านคนติดวัณโรค โดยประเทศที่มีอัตราผู้ป่วยวัณโรคสูงที่สุด

อันดับหนึ่งคือประเทศอินเดีย รองลงมาคือประเทศอินโดนีเซีย และประเทศจีนตามล าดับ ในขณะที่

ประเทศไทยเป็น 1 ใน 14 ประเทศท่ีมีอัตราผู้ติดเชื้อวัณโรคสูงสุดทั่วโลก (High tuberculosis 

burden countries) โดยในปี พ.ศ.2562 ประเทศไทยมีจ านวนผู้ติดเชื้อวัณโรคเท่ากับ 105,000 คน 

ซึ่งมีผู้ป่วยวัณโรคท่ีติดเชื้อร่วมกับเชื้อ Human immunodeficiency virus (HIV) จ านวน 10,000 

คน (1) แม้ว่าอัตราของผู้ป่วยวัณโรคท่ีพบจะมีจ านวนลดลงเมื่อเทียบกับในอดีต แต่การลดลงของ

ผู้ป่วยดังกล่าวยังอยู่ในอัตราที่ต่ า ท าให้วัณโรคยังคงเป็นปัญหาทางสาธารณสุขที่ยังต้องการการแก้ไข

อย่างเร่งด่วน 

ในปัจจุบันแม้จะมีการพัฒนายาต้านเชื้อวัณโรคข้ึนมาช่วยในการรักษา แต่พบว่าอุปสรรคของ

การรักษาที่ส าเร็จประกอบไปด้วยหลายปัจจัย อาทิเช่น ประชากรในประเทศด้อยพัฒนาหรือก าลัง

พัฒนาไม่สามารถเข้าถึงการวินิจฉัยได้หรือไม่สามารถจ่ายค่ารักษาพยาบาลได้ จึงไม่ได้รับการรักษาที่

เหมาะสม อีกทั้งการรักษาที่ใช้ระยะเวลานาน ท าให้ผู้ป่วยขาดการรักษา และหนึ่งในปัจจัยส าคัญท่ี

ส่งผลต่อการรักษาท่ีล้มเหลวคือการเกิดวัณโรคดื้อยา (2) ข้อมูลขององค์การอนามัยโลกระบุว่าในปี 

พ.ศ.2562 ผู้ป่วยใหม่ที่ติดเชื้อวัณโรคดื้อยา Rifampicin มีจ านวนมากถึง 465,000 คน ในขณะที่มี

ประชากรจ านวนมากถึง 78% ของจ านวนผู้ป่วยวัณโรคดื้อยา Rifampicin ติดเชื้อวัณโรคดื้อยาหลาย

ขนานหรือ Multidrug-resistant tuberculosis (MDR-TB) โดยในประเทศไทยมีอัตราผู้ป่วยติดเชื้อ

วัณโรคดื้อยา Rifampicin และวัณโรคดื้อยาหลายขนานในปี พ.ศ.2562 ประมาณ 2,500 คน (1) การ

ติดเชื้อวัณโรคดื้อยาหลายขนาน เกิดจากเชื้อ M. tuberculosis ที่ดื้อต่อยาต้านเชื้อวัณโรคท่ีมี
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ประสิทธิภาพดีที่สุดพร้อมกัน 2 ชนิด ได้แก่ ยา Rifampicin และยา Isoniazid อย่างไรก็ตามมากกว่า 

90% ของการดื้อต่อยา Rifampicin มักส่งผลให้มีการดื้อต่อยา Isoniazid ร่วมด้วยในภายหลัง การ

ตรวจวินิจฉัยหาการดื้อยา Rifampicin ของเชื้อ M. tuberculosis จึงสามารถใช้เป็นตัวแทน 

(Surrogate marker) ในการตรวจหาวัณโรคดื้อยาหลายขนานได้ (3)  

สาเหตุหลักของการดื้อยา Rifampicin ของเชื้อ M. tuberculosis มักเกี่ยวข้องกับการกลาย

พันธุ์เพียงต าแหน่งเดียวของยีน rpoB (4) โดยเฉพาะอย่างยิ่งการกลายพันธุ์ภายใน 81 bp ณ บริเวณ 

Rifampicin resistance determining regions : RRDRs ที่ส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้าง 

β-subunit ของเอนไซม์ RNA polymerase ที่เป็นเป้าหมายของยา ท าให้ยา Rifampicin ไม่

สามารถจับได้และส่งผลให้ยาไม่ออกฤทธิ์ต่อตัวเชื้อ (5) ต าแหน่งการกลายพันธุ์ที่พบว่าสัมพันธ์กับการ

ดื้อยา Rifampicin และพบมากท่ีสุดได้แก่ การกลายพันธุ์ที่โคดอน 516 526 และ 531 (6) การศึกษา

ในประเทศไทยพบว่าอัตราการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่งโคดอนดังกล่าวทั้งสามมีความแตกต่างกัน โดย

พบว่าที่ต าแหน่งโคดอน 531 มีอัตราความชุกสูงที่สุด เท่ากับ 58% รองลงมาคือต าแหน่งโคดอน 526 

และ 516 ซึ่งมีอัตราความชุกเท่ากับ 25.2% และ 9.1% ตามล าดับ (7) อย่างไรก็ดีการกลายพันธุ์ที่พบ

ทั้งสามต าแหน่งสัมพันธ์กับการดื้อยา Rifampicin ในระดับสูง (8) และมักถูกน ามาใช้ในการพัฒนา

เพ่ือวินิจฉัยวัณโรคดื้อยาในปัจจุบัน 

การวินิจฉัยวัณโรคดื้อยาสามารถทดสอบได้ด้วยวิธีทางฟีโนไทป์ ได้แก่ การเพาะเลี้ยงเชื้อลง

ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มียาต้านวัณโรคเป็นส่วนผสมเพื่อเปรียบเทียบกับการเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยง

เชื้อที่ไม่มียาต้านวัณโรคเป็นส่วนผสม และอ่านผลการทดสอบด้วยการค านวณจ านวนโคโลนีของเชื้อที่

ขึ้นบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มียาต้านวัณโรคผสมอยู่เปรียบเทียบกับจ านวนโคโลนีที่ขึ้นบนอาหารเลี้ยงเชื้อ

ที่ปราศจากยาต้านวัณโรค (9) ซึ่งมีข้อจ ากัดท่ีส าคัญได้แก่ การใช้เวลาในการทดสอบที่นาน 3 - 4 

สัปดาห์ จึงท าให้เกิดความล่าช้าในการปรับการรักษาให้มีความเหมาะสม ส่งผลต่อผู้ป่วยที่

แพร่กระจายเชื้อสู่ผู้อ่ืนได้ (10) ปัจจุบันองค์การอนามัยโลกได้รับรองเทคนิคทางจีโนไทป์ส าหรับการ

วินิจฉัยวัณโรคดื้อยา ได้แก่ การทดสอบด้วยเทคนิค Xpert MTB/RIF ซึ่งอาศัยหลักการตรวจหา

ชิ้นส่วนของยีน rpoB โดยใช ้Molecular beacon probes จ านวน 5 Probe ที่ครอบคลุมบริเวณ 

RRDRs ของยีน rpoB ระหว่างต าแหน่งโคดอนที่ 507-533 ในเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์ที่ไม่ดื้อ

ยา Rifampicin ซึ่งไม่มีการกลายพันธุ์ ณ บริเวณ RRDRs ท าให้ Probe สามารถจับกับล าดับเบสของ 

DNA ต้นแบบได้ และส่งผลให้สารเรืองแสงที่ติดฉลากไว้ปล่อยแสงฟลูออเรสเซนส์ออกมา (11) 
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ในขณะที่การทดสอบด้วยเทคนิค Line probe assay (LPA) อาศัยหลักการเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรมของยีนที่ควบคุมเป้าหมายการออกฤทธิ์ของยา เช่น ยีน rpoB ด้วย Primer ที่จ าเพาะ 

ภายใต้ปฏิกิริยา Polymerase chain reaction (PCR) ผลผลิตที่เกิดขึ้นจะถูกตรวจสอบผ่านการจับ

กันของ Probe ที่จ าเพาะที่ถูกตรึงอยู่บนแผ่น nitrocellulose ซึ่งหากเป็นเชื้อวัณโรคท่ีไม่ดื้อยา 

Rifampicin และไม่มีการกลายพันธุ์ ณ บริเวณ RRDRs สารพันธุกรรมที่ถูกเพ่ิมข้ึนมาจะสามารถจับ

กับ Wild types (WT) probes ได้ และสังเกตเห็นเป็นแถบบนแผ่น nitrocellulose (12) การ

ทดสอบด้วยวิธีทางจีโนไทป์ทั้งสองให้ผลการทดสอบที่แม่นย า มีความไวสูง และสามารถทดสอบได้

ภายในระยะเวลาที่รวดเร็วเมื่อเปรียบเทียบกับวิธีทางฟีโนไทป์ แต่พบว่ามีข้อจ ากัดบางประการ ได้แก่ 

ราคาที่แพง และต้องใช้เครื่องมือที่ต้องการการซ่อมบ ารุงอย่างต่อเนื่อง (13) ซึ่งอาจส่งผลต่อการ

น าไปใช้วินิจฉัยวัณโรคดื้อยาในสถานพยาบาลขนาดเล็ก และอาจท าให้ผู้ป่วยที่มีรายได้น้อยไม่สามารถ

เข้าถึงการวินิจฉัยได้ ท าให้เป็นอุปสรรคต่อการควบคุมการแพร่ระบาดของวัณโรค 

เทคนิค Recombinase polymerase amplification (RPA) เป็นหนึ่งในเทคนิค 

Isothermal amplification ซึ่งอาศัยการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมภายใต้การควบคุมอุณหภูมิที่คงท่ี

ตลอดการด าเนินงาน จึงไม่จ าเป็นต้องอาศัยเครื่อง Thermal cycler เพ่ือเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม 

อีกท้ังยังเป็นเทคนิคที่มีความไวและความจ าเพาะสูง สามารถตรวจหาสารพันธุกรรมจ านวนตั้งต้นใน

ระดับต่ าได้ มีขั้นตอนการออกแบบ Primer และข้ันตอนการทดสอบไม่ยุ่งยาก มีระยะเวลาการ

ทดสอบท่ีรวดเร็วประมาณ 10 - 40 นาที ดังนั้นจึงสามารถน าเทคนิค RPA มาประยุกต์ใช้ในการ

วินิจฉัยทางอณูชีววิทยาต่างๆ ได้แทนการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมแบบดั้งเดิมด้วยเทคนิค

Polymerase chain reaction (PCR) เช่น การตรวจหาวณัโรคด้วย Primer ที่จ าเพาะ (14) หรือการ

ตรวจหาเชื้อแบคทีเรียจากสิ่งส่งตรวจ (15) นอกจากนี้เทคนิค RPA ยังมีศักยภาพในการน าไปพัฒนา

เป็นชุดตรวจแบบรวดเร็ว และการตรวจแบบ Point-of-care testing (POCT) เพ่ือวินิจฉัยทางอณู

ชีววิทยาได้อีกมากมาย (16)  

จากที่กล่าวมาข้างต้น การดื้อยา Rifampicin ของเชื้อ M. tuberculosis มีสาเหตุหลักมา

จากการกลายพันธุ์หนึ่งต าแหน่งของยีน rpoB โดยเฉพาะอย่างยิ่ง ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 

531 การทดสอบความไวต่อยา Rifampicin ด้วยวิธีทางจีโนไทป์จึงมักอาศัยการตรวจหาการกลาย

พันธุ์ของโคดอนดังกล่าว ไม่ว่าจะเป็นการหาล าดับเบส การทดสอบด้วยเทคนิค Xpert MTB/RIF หรือ

การทดสอบด้วยเทคนิค LPA การเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วย Allele-specific primer ที่สามารถ
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จ าแนกต าแหน่งการกลายพันธุ์ได้ เช่น เทคนิค Allele-specific PCR อาศัยการออกแบบ Primer ที่

จ าเพาะต่อต าแหน่งโคดอนหนึ่งต าแหน่งที่มักพบการกลายพันธุ์ของยีน และแปลผลการกลายพันธุ์ที่

เกิดข้ึนด้วยการตรวจสอบผลผลิตจากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม การศึกษาเพ่ือวินิจฉัยวัณโรคดื้อ

ยาที่ผ่านมามีการพัฒนาเทคนิคเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค PCR ร่วมกับการใช้  

Allele-specific primer ที่จ าเพาะต่อต าแหน่งโคดอนที่มักพบการกลายพันธุ์ที่ส่งผลต่อการดื้อยา 

Rifampicin ของเชื้อ M. tuberculosis พบว่ามีค่าความไวและความจ าเพาะเท่ากับ 100% เมื่อ

เปรียบเทียบกับเทคนิคการหาล าดับเบส ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐานทางจีโนไทป์ (6)  

การตรวจสอบผลผลิตหลังเสร็จสิ้นกระบวนการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค RPA 

สามารถท าได้ด้วยเทคนิคท่ีหลากหลาย อาทิเช่น เทคนิคการแยกสารด้วยกระแสไฟฟ้าภายใต้เจล 

ตัวกลางค้ าจุน (Gel electrophoresis) ซึ่งสามารถใช้ระบุหรือแยกสารพันธุกรรมที่มีขนาดกลางถึง

ใหญ่ และมีช่วงของการแยกกว้าง อย่างไรก็ตามเทคนิคนี้ต้องอาศัยเครื่องแยกสาร (Electrophoresis 

tank) รวมไปถึงการใช้วุ้นและสีย้อมเพ่ือเตรียมเจล และต้องท าการ Purify ผลผลิต RPA ก่อนน ามา

แยกภายใต้กระแสไฟฟ้า (17) ท าให้มีขั้นตอนที่ยุ่งยาก ในขณะที่การอ่านแถบผลผลิตอาจไม่ชัดเจนใน

บางครั้ง เนื่องจากเกิดการฟุ้งกระจายขณะถูกแยกภายใต้กระแสไฟฟ้า (18) เทคนิคการตรวจสอบ

ผลผลิตด้วยส ี SYBR Green I ซ่ึงอาศัยคุณสมบัติของสีที่เข้าจับกับ DNA สายคู่ตรงต าแหน่ง Minor 

groove และปล่อยแสงฟลูออเรสเซนส์ออกมา ซึ่งสามารถสังเกตและอ่านผลได้ด้วยตาเปล่า (14) ข้อดี

ของเทคนิค SYBR Green I นี้ ได้แก่ ราคาไม่แพง (19) และสามารถอ่านผลการทดสอบด้วยตาเปล่า

ได้ทันที (20) อย่างไรก็ตามเทคนิค SYBR Green I อาจให้การอ่านผลที่เป็นผลบวกปลอม เนื่องจากสี

มีโอกาสเข้าจับกับ Primer-dimer ที่อยู่ในผลผลิต RPA ได้ ส่งผลให้การทดสอบมีความจ าเพาะต่ า 

(21) อีกท้ังไม่สามารถใช้เทคนิค SYBR green I วิเคราะห์ผลผลิตที่เกิดจากปฏิกิริยาเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรมแบบหลายเป้าหมาย (Multiplex amplification) พร้อมกันได้ (19) เทคนิค Microfluidic 

ซึ่งอาศัยหลักการไหลของสิ่งตัวอย่างที่มีลักษณะเป็นของเหลวจากแรง Capillary บน Lab-on-a-chip 

(LOC) เป็นเทคนิคท่ีมีความไวสูง และเนื่องจากต้องใช้ Chip ส าหรับการตรวจวิเคราะห์ที่มีขนาดเล็ก

มากจึงท าให้พกพาได้สะดวกและสามารถใช้น้ ายาและสิ่งตัวอย่างได้ในปริมาณน้อย อย่างไรก็ตาม

เทคนิค Microfluidic นั้นมีราคาแพง ใช้เวลานานในการข้ึนแบบพิมพ์บน Chip และมีการจ ากัดขนาด

ของการออกแบบแท่นพิมพ์บน Chip ซึ่งอาจท าให้แท่นพิมพ์มีขนาดเล็กและไม่เพียงพอส าหรับการ

ตรวจวิเคราะห์ (22) ในขณะที่เทคนิค Lateral flow อาศัยหลักการของ Chromatography โดยให้
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สิ่งตัวอย่างซึ่งเป็นของเหลวที่ต้องการตรวจวัดที่เคลื่อนที่โดยปราศจากแรงภายนอกผ่านบริเวณต่างๆ 

ของแผ่นทดสอบ (Strip) ซึ่งมีโมเลกุลที่สามารถจับกับสารที่ต้องการตรวจวัดเคลือบอยู่ (23) ข้อดีของ

เทคนิค Lateral flow มีหลายประการ อาทิเช่น สามารถแปลผลการทดสอบได้ด้วยตาเปล่า ใช้งาน

ง่าย ราคาไม่แพง ใช้ระยะเวลาในการท าการทดสอบที่สั้น และสามารถพัฒนาต่อยอดเป็นเครื่องมือ

ทดสอบ ณ จุดดูแลผู้ป่วยได้ (24)  

การศึกษาครั้งนี้ต้องการพัฒนาเทคนิคส าหรับวินิจฉัยวัณโรคดื้อยา Rifampicin ซึ่งจัดว่าเป็น 

Surrogate marker ส าหรบัเชื้อวัณโรคดื้อยาหลายขนาน โดยเทคนิคที่จะพัฒนาขึ้นอาศัยหลักการ

เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค RPA ด้วย Primers ที่จ าเพาะต่อการกลายพันธุ์ของยีน rpoB 

ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 และตรวจสอบผลผลิตแบบอ่านผลด้วยตาเปล่าบนแถบ 

Dipstick chromatography และเรียกเทคนิคที่พัฒนาขึ้นว่า Multiplex allele-specific 

recombinase polymerase amplification with dipstick chromatography (MAS-RPA-DC) 

ทั้งนี้เทคนิคท่ีพัฒนาขึ้นจะช่วยวินิจฉัยการดื้อยา Rifampicin ของเชื้อวัณโรคได้อย่างถูกต้อง แม่นย า 

รวดเร็ว มีข้ันตอนไม่ยุ่งยาก และสามารถน าไปใช้ในสถานพยาบาลขนาดเล็กได้ ท าให้ผู้ป่วยจ านวน

มากสามารถเข้าถึงการวินิจฉัยได้ง่ายข้ึน ส่งผลต่อการพิจารณาให้การรักษาที่เหมาะสมต่อไป อันจะ

ช่วยลดจ านวนผู้ป่วยวัณโรคได้  

 

2. วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 
 2.1  เพ่ือพัฒนาเทคนิค Multiplex allele-specific recombinase polymerase 

amplification ร่วมกับ dipstick chromatography (MAS-RPA-DC) ส าหรับตรวจหาการกลายพันธุ์

ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 ของเชื้อ M. tuberculosis แบบอ่านผลด้วยตา

เปล่า 

 2.2 เพ่ือประเมินประสิทธิภาพของเทคนิค MAS-RPA-DC ที่พัฒนาขึ้น ในการวินิจฉัยความไว

ต่อยา Rifampicin ของ เชื้อ M. tuberculosis ที่แยกได้จากสิ่งส่งตรวจ เปรียบเทียบกับเทคนิค 

Sanger DNA sequencing และเทคนิค BACTEC MGIT 960 
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3. ขอบเขตของงานวิจัย 
 ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาวิจัยครั้งนี้เป็นตัวอย่าง DNA ซึ่งสกัดมาจากโคโลนีของเชื้อ  

M. tuberculosis ที่เพาะแยกได้จากสิ่งส่งตรวจเหลือใช้ (Left over specimen) และบางส่วนมาจาก

สิ่งตรวจเสมหะโดยตรงของผู้ป่วยที่ไม่ซ้ ากันจากห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์ 

โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา 

Osaka Prefectural Institute of Public Health โอซาก้า ประเทศญี่ปุ่น และจากห้องปฏิบัติการ

สังกัดกรุงเทพมหานคร ซึ่งไม่ได้รับอนุญาตให้เปิดเผยแหล่งที่มา โดยตัวอย่างเชื้อ M. tuberculosis 

ทั้งหมดถูกน ามาวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน rpoB ระหว่างต าแหน่งโคดอนที่ 507-533  ด้วยเทคนิค 

Sanger DNA sequencing และพัฒนาเทคนิค MAS-RPA-DC ส าหรับการวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของ

ยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 ของเชื้อ M. tuberculosis โดยการหาความเข้มข้น

ทีเ่หมาะสมของ DNA ความเข้มข้นของ Primer อุณหภูมิและระยะเวลาในการท าปฏิกิริยา และใช้ 

Dipstick chromatography ในการตรวจสอบผลผลิตจากปฏิกิริยา MAS-RPA จากนั้นเปรียบเทียบ

ผลการทดสอบระหว่างเทคนิค MAS-RPA-DC กับเทคนิค Sanger DNA sequencing และเทคนิค 

BACTEC MGIT 960 เพ่ือประเมินประสิทธิภาพของเทคนิค MAS-RPA-DC ที่ได้พัฒนาขึ้นมา 

 

4. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากงานวิจัย 
 ได้เทคนิค MAS-RPA-DC ที่มีประสิทธิภาพและสามารถปฏิบัติได้อย่างไม่ซับซ้อนส าหรับการ
ตรวจวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ของเชื้อ M. tuberculosis ซึ่งสัมพันธ์กับการดื้อยา 
Rifampicin โดยสามารถใช้เทคนิค MAS-RPA-DC ไปประยุกต์เพ่ือพัฒนาต่อยอดเป็นเครื่องมือ
ทดสอบ ณ จุดดูแลผู้ป่วย หรือ Point of care testing (POCT) ในอนาคต เพ่ือใช้ในการตรวจคัด
กรองวัณโรคดื้อยา Rifampicin ที่รวดเร็ว ส่งผลให้เกิดการรักษาท่ีเหมาะสมอย่างทันท่วงที และช่วย
ควบคุมการแพร่กระจายของวัณโรคได้ นอกจากนี้ยังเป็นการช่วยลดกระบวนการ อุปกรณ์ และ
ค่าใช้จ่ายในการตรวจวิเคราะห์และบ ารุงรักษาเครื่องมือชั้นสูง ซึ่งเหมาะสมกับการน าไปประยุกต์ใช้ใน
พ้ืนที่ที่ขาดแคลนบุคลากรปฏิบัติงาน หรือไม่มีอุปกรณ์เพียงพอต่อการตรวจวินิจฉัย หรือ
สถานพยาบาลขนาดเล็ก 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
1. โรควัณโรค (Tuberculosis : TB) 
 วัณโรคเป็นโรคติดต่อชนิดเรื้อรังซึ่งแพร่กระจายได้ในอากาศ (25) โดยมีสาเหตุมาจากการติด

เชื้อ Mycobacterium กลุ่มท่ีก่อให้เกิดวัณโรค (Mycobacterium tuberculosis complex : 

MTBC) ได้แก่ Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium 

bovis, Mycobacterium microti, Mycobacterium canettii, Mycobacterium caprae, 

Mycobacterium pinnipedii, Mycobacterium suricattae, Mycobacterium mungi, 

Mycobacterium dassie และ Mycobacterium oryx (26) อย่างไรก็ตามเชื้อ MTBC สายพันธุ์ที่

พบว่าเป็นสาเหตุหลักของการเกิดวัณโรค คือ เชื้อ M. tuberculosis จากรายงานการประชุมเกี่ยวกับ

วัณโรคของ WHO ประจ าปี พ.ศ.2563 ระบุว่าในปี พ.ศ.2562 มีประชากรจากท่ัวโลกถึง 10 ล้านคน

ติดเชื้อวัณโรค โดยมีประชากรจ านวน 1.2 ล้านคนเสียชีวิตจากการติดเชื้อวัณโรคซึ่งไม่ได้ติดเชื้อ

ร่วมกับเชื้อ HIV ในขณะที่มีประชากรจ านวน 208,000 คนเสียชีวิตจากการติดเชื้อวัณโรคร่วมกับเชื้อ 

HIV โดยการติดเชื้อวัณโรคนั้นมีในทุกประเทศและทุกกลุ่มอายุ อย่างไรก็ตามพบว่า 56 % ของผู้ที่ติด

เชื้อเป็นวัยผู้ใหญ่เพศชาย รองลงมาคือวัยผู้ใหญ่เพศหญิง พบ 32 % และพบในวัยเด็ก 12 % โดย

ประเทศที่มีอัตราผู้ป่วยวัณโรคสูงที่สุดอันดับหนึ่ง คือประเทศอินเดีย รองลงมาคืออินโดนีเซียและจีน

ตามล าดับ ในขณะที่ประเทศไทยเป็น 1 ใน 14 ประเทศท่ีมีอัตราผู้ติดเชื้อวัณโรคสูงสุดทั่วโลก โดยในปี 

พ.ศ.2562 ประเทศไทยมีอัตราผู้ติดเชื้อวัณโรคเท่ากับ 105,000 คน ซึ่งมีผู้ป่วยวัณโรคท่ีติดเชื้อร่วมกับ

เชื้อ HIV จ านวน 10,000 คน (1) ทั้งนี้ปัญหาการดื้อยาต้านเชื้อวัณโรคนับเป็นปัญหาวิกฤตทาง

สาธารณสุขอีกอย่างหนึ่งโดยพบว่าปัจจัยเสี่ยง 5 ปัจจัยแรกที่ก่อให้เกิดการติดเชื้อวัณโรคในประเทศ

ไทยดังต่อไปนี้ การสูบบุหรี่ การขาดสารอาหาร โรคเบาหวาน การดื่มเครื่องดื่มแอลกอฮอล์ และเป็น

ผู้ป่วยที่ติดเชื้อ HIV (1)  

 

2. ลักษณะโดยทั่วไปของเชื้อ M. tuberculosis 
M. tuberculosis เป็นเชื้อแบคทีเรียก่อโรคในทางเดินหายใจของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม (26) 

และเป็นสาเหตุหลักของวัณโรคซึ่งน าไปสู่การเสียชีวิตของผู้คนจ านวนมากทั่วโลก โครโมโซมของ
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แบคทีเรียชนิดนี้มีลักษณะเป็นวงกลมเส้นเดี่ยว ขนาดประมาณ 4.4 Mb (27) เมื่อท าการส่องผ่าน

กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราดพบรูปร่างของเชื้อเป็นลักษณะแท่ง ความยาวประมาณ 1 - 

4 m เชื้อ M. tuberculosis เป็นแบคทีเรียชนิดที่ไม่สามารถเคลื่อนที่ และสามารถเจริญได้ใน

อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง Lowenstein-Jensen medium ซึ่งเป็นการเจริญเติบโตอย่างช้าๆ (27) 

และพบโคโลนีมีลักษณะขรุขระ สีครีม ค่อนข้างมันวาว (26) ลักษณะที่ส าคัญอีกประการของเชื้อคือ

เป็นแบคทีเรียที่ติดสีทนกรดจากการย้อมด้วยสี Phenicated fuchsin เนื่องจากมีผนังเซลล์ที่

ประกอบด้วยไขมันเชิงซ้อนอย่าง Mycolic acid จ านวนมาก (26) นอกจากคุณสมบัติข้างต้น ในส่วน

ของการด ารงชีวิตของเชื้อ  

M. tuberculosis จะอาศัยอยู่ในสภาวะที่มีออกซิเจนเท่านั้น และมีความสามารถในการหลบหลีกจาก

กระบวนการจับกินของ Macrophage อยู่ภายในร่างกายของมนุษย์ (27)  

 

3. การติดต่อของวัณโรค 
วัณโรคเป็นโรคติดต่อที่แพร่กระจายผ่านทางอากาศจึงมักติดต่อผ่านการหายใจเป็นหลัก เมื่อ

ผู้ป่วยวัณโรคไอ จาม ขากเสมหะ หรือแม้กระทั่งพูดสนทนา จะมีเชื้อ M. tuberculosis ฟุ้งกระจาย

ออกมากับสารคัดหลั่งของทางเดินหายใจ (28) โดยมีลักษณะเป็นอนุภาคขนาดเล็ก มีเส้นผ่าน

ศูนย์กลางประมาณ 1 - 5 m เรียกว่า droplet nuclei ซึ่งสามารถลอยอยู่ในอากาศได้นานหลาย

ชั่วโมง เมื่อมีผู้สูดหายใจรับเอา droplet nuclei ที่มีเชื้อ M. tuberculosis เข้าไปสู่ร่างกายผ่านทาง

ปากหรือจมูก ผ่านไปสู่ทางเดินหายใจส่วนบน หลอดลม (bronchi) และเข้าไปในถุงลมปอด (alveoli) 

ตามล าดับ (29) นอกจากนั้นยังพบว่าวัณโรคสามารถติดต่อได้ผ่านการรับประทาน โดยมีรายงานพบ

การแพร่เชื้อผ่านทางน้ านมที่ไม่ผ่านการพาสเจอไรซ์ การติดต่อผ่านการฉีด vaccine เข้าร่างกาย

โดยตรง (direct innoculation) (30) การสัมผัสเนื้อเยื่อท่ีติดเชื้อวัณโรค การได้รับเชื้อผ่านทาง

บาดแผลหรือเยื่อบุตาขาว หรือการได้รับเชื้อจากแม่สู่ลูกผ่านทางสายสะดือ (31) อย่างไรก็ตาม

อุบัติการณ์การติดต่อด้วยวิธีดังกล่าวพบได้ในอัตราส่วนที่น้อยมากเมื่อเปรียบเทียบกับการติดต่อผ่าน

การหายใจ (30) 
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4. พยาธิสภาพ 
 เมื่อเชื้อ M. tuberculosis เข้าสู่ร่างกายของมนุษย์ เชื้อจะมีกลไกที่ท าให้เกิดการด าเนินของ

โรค ซึ่งสามารถแบ่งได้เป็น 3 ขั้นตอน โดยที่แต่ละขั้นตอนมีความเกี่ยวโยงกัน ดังรายละเอียดที่อธิบาย

ด้านล่าง  

ระยะแรกเม่ือมนุษย์ได้รับเชื้อผ่านทางการสูดหายใจรับเอา Droplet nuclei ที่มีเชื้อ  

M. tuberculosis ซึ่งลอยอยู่ในอากาศเข้าไป เชื้อจะเดินทางผ่านทางเดินหายใจส่วนบนสู่ถุงลม 

จากนั้นจะถูกเซลล์ที่มีคุณสมบัติจับกิน (Phagocytic cells) ชนิดต่างๆ  เช่น Alveolar 

macrophage Dendritic cells และ Monocytes เข้าจับกิน (32) แม้ว่า Alveolar macrophage 

จะเป็น Phagocytic cells หลักในการจับกินเพ่ือเป็นกลไกในการก าจัดเชื้อแบคทีเรียอย่างมี

ประสิทธิภาพ แต่เชื้อ M. tuberculosis มีการพัฒนากลวิธีมากมายในการเอาชีวิตรอดและตั้งถิ่นฐาน

ในเซลล์ของเจ้าบ้านได้ กลวิธีเหล่านี้ประกอบไปด้วย การลดการท าให้เกิดกรดของถุง phagosome 

ซึ่งมีเชื้อ  

M. tuberculosis อยู่ การเปลี่ยนแปลง phagosome trafficking pathway การเปลี่ยนแปลงการ

สร้างโปรตีนที่เยื่อหุ้มเซลล์ของ phagosome และการรวมตัวกันของโปรตีนหลายประเภทที่เยื่อหุ้ม

เซลล์ของ phagosome กลไกท้ังหมดที่กล่าวมาส่งผลให้เชื้อ M. tuberculosis สามารถหลบหลีกการ

ถูกก าจัดในขณะที่อาศัยอยู่ภายในเซลล์จับกิน และเพ่ิมจ านวนเชื้อไปจนถึงระดับปานกลางในระยะ

เริ่มตน้นี้ได้ (32)  

 ระยะที่สอง ระยะเวลาที่ใช้ในการติดเชื้อจะขึ้นอยู่กับการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันของเซลล์

เจ้าบ้าน เช่น ผู้ป่วยที่มีภูมิคุ้มกันบกพร่องจะมีอาการติดเชื้อแบบเฉียบพลันโดยร่างกายไม่สามารถ

ควบคุมการแบ่งตัวของเชื้อที่เกิดข้ึนจากในระยะแรกได้ และท าให้เกิดการแพร่กระจายของเชื้อไปยัง

บริเวณอ่ืน ส่วนใหญ่ผู้ป่วยที่มีการพัฒนาไปเป็นการติดเชื้อแบบเฉียบพลัน (Active tuberculosis) มัก

มีอาการอ่อนแรง เบื่ออาหาร น้ าหนักลด มีไข้ต่ า เริ่มแสดงอาการเรื้อรัง และมีอาการไอซึ่งสามารถ

แพร่กระจายเชื้อได้ (32) ในขณะที่ผู้ป่วยที่มีภูมิคุ้มกันปกติ ร่างกายจะใช้ระบบภูมิคุ้มกันป้องกันหรือ

ก าจัดเชื้อเบื้องต้น หรืออาจใช้กลไกอ่ืนๆ ร่วมด้วย ได้แก่ กลไกท่ีช่วยป้องกันการเพ่ิมจ านวนของเชื้อ 

กลไกที่จ ากัดการแพร่กระจายของเชื้อ และกลไกท่ีช่วยให้การตอบสนองทางภูมิคุ้มกันตอบสนองสู่

บริเวณท่ีมีการติดเชื้อได้โดยตรง ถึงแม้ว่าผู้ป่วยเหล่านี้จะติดเชื้อวัณโรคต่อไปเป็นเวลานาน 

(persistently) และยังคงเป็นพาหะที่มีเชื้อแฝง แต่ผู้ป่วยเหล่านี้จะไม่มีอาการของวัณโรคแสดงออกมา 
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(Latent tuberculosis) (32) อย่างไรก็ตามหากท าการทดสอบภาวะภูมิคุ้มกันไวเกินชนิดที่ 4 

(delayed-type hypersensitivity response) จะให้ผลทดสอบที่เป็นบวกทั้งในกลุ่มของผู้ป่วย 

Active tuberculosis และกลุ่มของคนที่มีภาวะ Latent tuberculosis (32) 

 ระยะที่สาม ระยะนี้เกิดจากการตื่นตัวอีกครั้ง (Reactivation) ของเชื้อ M. tuberculosis 

จากระยะหลบซ่อนในผู้ที่มีภาวะ Latent tuberculosis ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงไปเป็นการติดเชื้อ

แบบเฉียบพลันและกลายเป็นผู้ป่วย Active tuberculosis ทั้งนี้การเกิด Reactivation มักพบใน

อัตรา 10% ของผู้ที่มีภาวะ Latent tuberculosis  โดยกลไกในการ Reactivate นั้นไม่เป็นที่ปรากฏ

แน่ชัดนัก อย่างไรก็ตามสันนิษฐานว่าเกี่ยวข้องกับสถานะภูมิคุ้มกันของร่างกายของผู้ที่มีเชื้อ อาทิเช่น 

อายุ ภาวะทุพโภชนาการ รวมไปถึงมีการกดภูมิคุ้มกันไว้จากปัจจัยต่างๆ เช่น การติดเชื้อ Human 

immunodeficiency virus (HIV) หรือการรักษาด้วยยาสเตียรอยด์ (32) 

 

5. ยาต้านวัณโรค  
องค์การอนามัยโลกได้ท าการแบ่งกลุ่มของยาต้านวัณโรคออกเป็น 5 กลุ่ม ดังนี้ กลุ่มที่ 1 ยา

ต้านวัณโรคกลุ่มแรก (First-line oral anti-TB drugs) ได้แก่ ยา Isoniazid ยา Rifampicin ยา 

Ethambutol และยา Pyrazinamide กลุ่มที่ 2 ยาต้านวัณโรคกลุ่มที่สอง ชนิดที่ใช้เป็นยาฉีด 

(Injectable anti-TB drugs) ได้แก่ ยา Streptomycin ยา Kanamycin ยา Amikacin และยา 

Capreomycin กลุ่มท่ี 3 ยาต้านวัณโรคกลุ่ม Fluoroquinolones ได้แก่ ยา Levofloxacin ยา 

Moxifloxacin ยา Gatifloxacin และยา Ofloxacin กลุ่มที่ 4 ยาต้านวัณโรคกลุ่มที่สองชนิดที่ใช้

รับประทาน (Oral bacteriostatic second-line anti-TB drugs) ได้แก่ ยา 

Ethionamide/Prothionamide ยา Cycloserine/Terizidone และยา p-aminosalicylic acid 

และกลุ่มที่ 5 ยาต้านวัณโรคชนิดที่มีข้อจ ากัดของประสิทธิภาพและความปลอดภัยในระยะยาว (Anti-

TB drugs with limited data on efficacy and long-term safety in the treatment of drug-

resistant TB) ได้แก่ ยา Bedaquiline ยา Delamanid ยา Linezolid และ ยา Clofazimine เป็น

ต้น (33) ในการรักษาผู้ป่วยวัณโรคนั้นจะเลือกใช้ยาต้านเชื้อวัณโรคตามกรณีของผู้ป่วย อาทิเช่น 

ผู้ป่วยวัณโรคชนิดที่ไวต่อยาต้านวัณโรค และไม่เคยมีประวัติดื้อยาต้านวัณโรคมาก่อน จะได้รับยาต้าน

เชื้อวัณโรคกลุ่มแรกเป็นระยะเวลานาน 6 เดือนต่อการรักษาหนึ่งครั้ง ผู้ป่วยวัณโรคดื้อยา Rifampicin 

เพียงขนานเดียว (Rifampicin resistance tuberculosis : RR-TB) และผู้ป่วยวัณโรคชนิดดื้อยา
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หลายขนาน (Multidrug resistance tuberculosis : MDR-TB) ซึ่งเป็นผู้ป่วยวัณโรคท่ีดื้อต่อยาที่มี

ประสิทธิภาพสูงที่สุด คือยา Isoniazid และยา Rifampicin จะได้รับยาต้านวัณโรคกลุ่มที่ 2 ชนิดที่ใช้

เป็นยาฉีด และผู้ป่วยวัณโรคดื้อยาชนิดรุนแรง (Extensive drug resistance tuberculosis : XDR-

TB) ซึ่งเป็นผู้ป่วยวัณโรคชนิด MDR-TB ที่ดื้อต่อยาอย่างน้อย 1 ชนิดจากยาต้านวัณโรคกลุ่ม 

Fluoroquinolones และเพียง 1 ชนิดจากยาต้านวัณโรคกลุ่มที่ 2 ชนิดที่ใช้เป็นยาฉีด (1) โดยผู้ป่วย

กลุ่มนี้จะได้รับยาร่วมกันหลายชนิดตามการพิจารณา อาทิเช่น ยา Bedaquiline และยา 

Capreomycin เป็นต้น (34) 

 

6. ยา Rifampicin 
 การรักษาวัณโรคด้วยเคมีบ าบัดในระยะเวลาอันสั้นนั้นใช้เวลาเริ่มต้นในการรักษาประมาณ 2 

เดือนต่อเนื่องไปจนถึง 4 เดือน และมียาที่ใช้รักษาอย่างเคร่งครัดอันประกอบไปด้วยยาต้านวัณโรค

กลุ่มแรก ได้แก่ ยา Rifampicin ยา Isoniazid ยา Pyrazinamide และยา Ethambutol (35) โดยที่

ยา Rifampicin (หรือมีชื่อเรียกอีกอย่างว่ายา Rifampin) เป็นยาต้านวัณโรคท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุด

ร่วมกับยา Isoniazid สามารถออกฤทธิ์ต้านจุลชีพได้ในวงกว้างเช่นเดียวกับยา Isoniazid ยา 

pyrazinamide และยา ethambutol และใช้ในการรักษาวัณโรคท้ังในและนอกปอด (2) Rifampicin 

มีอนุพันธ์หลากหลายชนิด ได้แก่ Rifalazil (KRM-1648) Rifabutin (RBT) Rifapentine (RPT) และ 

CGP-7040 ปัจจุบันอนุพันธ์ของยา Rifampicin ข้างต้นที่กล่าวมาได้ถูกน ามาใช้ทดสอบเพ่ือรักษาการ

ติดเชื้อวัณโรคดื้อยา Rifampicin ด้วยเช่นกัน (35) ยา Rifampicin สามารถดูดซึมเข้าสู่ส่วนต่างๆ 

ของร่างกายผ่านทางการรับประทาน โดยผ่านระบบการหมุนเวียนในล าไส้และตับ (enterohepatic) 

และกระบวนการก าจัดหรือลดหมู่อะซิติล (deacetylation) แล้วจึงขับถ่ายออกผ่านทางอุจจาระเป็น

ส่วนใหญ่ และมีบางส่วนสามารถขับออกมาทางปัสสาวะ การรับประทานยา Rifampicin นั้นควร

รับประทานตามขนาดที่เหมาะสม โดยอยู่ท่ีประมาณน้อยกว่า 10 mg ต่อน้ าหนักของร่างกายซึ่ง

ปริมาณที่สามารถรับประทานได้มากท่ีสุดในหนึ่งวันคือ 600 mg โดยยาชนิดนี้มีข้อดีต่อร่างกายคือ ไม่

ก่อให้เกิดพิษต่อตับและไต (2) โครงสร้างทางเคมีของยา Rifampicin ประกอบไปด้วย 3-[(4-methyl-

1-piperazinyl)imino]-methyl ซึ่งเป็นโครงสร้างที่ซับซ้อน มีลักษณะพิเศษเป็นสาร Aliphatic เชื่อม

วงแหวน Aromatic เข้าด้วยกัน ดังแสดงในรูปที่ 1 (36)  
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รูปที่ 1 โครงสร้างทางเคมีของยา Rifampicin  (36) 

 

ยา Rifampicin มีส่วนชว่ยในการต้านเชื้อ M. tuberculosis ได้อย่างมากเนื่องจากตัวยา

สามารถแพร่เข้าสู่เปลือกหุ้มของเชื้อ (envelope) ได้อย่างรวดเร็วและมีฤทธิ์ในการฆ่าท าลายเชื้อจุล

ชีพสูง (Bacteriacidal) ยา Rifampicin ที่ความเข้มข้นตั้งแต่ 0.1 - 0.2 g สามารถยับยั้งเชื้อ  

M. tuberculosis ได้อย่างมีประสิทธิภาพ เป็นผลเนื่องมาจากการที่ยามีคุณสมบัติก าจัดให้เชื้อบริเวณ

รอยโรคหมดไปเร็วยิ่งขึ้น (High sterilizing activity) (35) ยา Rifampicin มีกลไกการออกฤทธิ์โดย

การจับกับ β-subunit ของเอนไซม์ RNA Polymerase ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีส าคัญในกระบวนการ

ถอดรหัสของสารพันธุกรรม (DNA transcription) และควบคุมการแสดงออกของยีนในสิ่งมีชีวิต

ทั้งหมด (35) โดยไม่มีผลกระทบต่อเอนไซม์อ่ืนๆ ในร่างกายของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม (2) ส่งผลให้เกิด

การยับยั้งกระบวนการ DNA transcription และป้องกันการเชื่อมต่อของล าดับเบสไม่ให้เกินกว่า 2 - 

3 ตัว ในกระบวนการเพ่ิมความยาวของสาย RNA (Elongation) (35) ท าให้ร่างกายของเชื้อจุลชีพไม่

สามารถสังเคราะห์โปรตีนและตายไปในที่สุด 

 

7. การดื้อยา Rifampicin 
 การดื้อยา Rifampicin มีสาเหตุมาจากหลายปัจจัย ได้แก่ 1. การกลายพันธุ์ของยีน rpoB ซ่ึง

ควบคุมการสร้างเอนไซม์ RNA polymerase ที่เป็นเป้าหมายการออกฤทธิ์ของยา และจัดเป็นกลไก

หลักท่ีพบได้บ่อยสุดที่ท าให้เชื้อ M. tuberculocis ดื้อต่อยา Rifampicin (37) เนื่องจากยาไม่สามารถ

จับกับบริเวณเป้าหมายจึงท าให้ยาไม่สามารถออกฤทธิ์ต่อเชื้อ M. tuberculocis (38) และมักพบว่า

สัมพันธ์กับการดื้อยา Rifampicin ในระดับสูง (37) 2. การจ าลองต าแหน่งเป้าหมายของยา ท าให้



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 13 

แม้ว่ายาจะสามารถจับกับบริเวณท่ีจ าเพาะของยีนเป้าหมายได้ แต่ยีนที่ถูกจ าลองตัวยังสามารถท างาน

ได้แทนยีนที่ถูกจับ เชื้อจึงยังมีชีวิตอยู่ (39) 3. การถูก RNA–binding protein (rbpA) เหนี่ยวน าให้

เกิดการดื้อยา โดย dnaA ซึ่งเป็นหนึ่งในชนิดของ rbpA จะจับกับเอนไซม์ RNA polymerase และ 

dnaA ซึ่งอยู่ในรูปแบบทั้ง ATP และ ADP ต่างมีคุณสมบัติในการท าให้ฤทธิ์ของยา Rifampicin ที่มี

ต่อการยับยั้งเอนไซม์ RNA polymerase ลดลง (37) 4. ยา Rifampicin มีการเปลี่ยนแปลงรูปร่าง

หรือโครงสร้างของตัวยา ท าให้ความสามารถในการจับบริเวณเป้าหมายของยาลดลงหรือไม่มีอีกต่อไป 

(40) 5. การเปลี่ยนแปลงความสามารถในการซึมผ่านของยา Rifampicin ซึ่งเป็นผลมาจากกลไกการ

ลดความสามารถในการผ่านเข้าออกของสารผ่านผนังเมมเบรนของเชื้อแบคทีเรีย และความสามารถ

ในการขับยาปฏิชีวนะด้วยความเร็วพิเศษออกจากผนังเมมเบรน (Efflux pumps) (37)  

 การกลายพันธุ์ส่วนใหญ่ที่ท าให้เชื้อ M. tuberculosis ดื้อยา Rifampicin เกิดข้ึนใกล้กับ

ศูนย์กลางของยีน rpoB ซึ่งมีหน้าที่สร้าง β-subunit ของ RNA Polymerase (35) การกลายพันธุ์มัก

เกิดข้ึนในรูปแบบของการกลายพันธุ์เพียงขั้นตอนเดียว (single step mutation) โดยส่วนใหญ่เกิด

จากการแทนที่คู่เบสของกรดอะมิโนเพียง 1 ตัว และมีบางส่วนที่เกิดจากการเพ่ิมข้ึนของนิวคลีโอไทด์

หรือการขาดหายของนิวคลีโอไทด์ เมื่อมีการกลายพันธุ์ดังกล่าวเกิดข้ึน จะส่งผลให้เกิดการ

เปลี่ยนแปลงโครงสร้างของ β-subunit ในเอนไซม์ RNA polymerase ซึ่งเป็นบริเวณเป้าหมายของ

ยา Rifampicin และเม่ือยาไม่สามารถจับกับบริเวณเป้าหมายที่จ าเพาะได้จึงท าให้ยาไม่สามารถออก

ฤทธิ์ต่อเชื้อจุลชีพ (38)  

 มากกว่า 95% ของการกลายพันธุ์ของยีน rpoB เกิดขึ้นบริเวณต าแหน่ง Rifampicin 

resistance determining regions (RRDRs) ซึ่งครอบคลุมนิวคลีโอไทด์ประมาณ 81 bp ระหว่าง

ต าแหน่งโคดอนที่ 507 - 533 และประกอบไปด้วยกรดอะมิโนทั้งหมด 27 ชนิด (6, 35) โดยต าแหน่ง

โคดอนที่มักพบการกลายพันธุ์มากที่สุด คือ โคดอน 531 (พบประมาณ 58%) รองลงมาคือโคดอน 

526 (พบประมาณ 25.2%) และโคดอน 516 (พบประมาณ 9.1%) (7) ซึ่งท าให้เชื้อ M. 

tuberculosis ดื้อยา Rifampicin ในระดับสูง โดยมีค่าความเข้มข้นยาต่ าสุดที่ยับยั้งเชื้อได้ 

(Minimum inhibitory concentration: MIC) มากกว่า 32 - 256 mg/l (41, 42) การกลายพันธุ์ที่

ต าแหน่งโคดอนอ่ืน อาทิเช่น โคดอน 514 521 และ 533 มักพบในอัตราที่ต่ ามากและสัมพันธ์กับการ

ดื้อยา Rifampicin ในระดับต่ า (35) (Low-level resistance : MIC of < 16 mg/l) (41) ในขณะที่
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การกลายพันธุ์ของยีน rpoB บริเวณนอกต าแหน่ง RRDRs พบได้ว่าเกิดข้ึนในอัตราประมาณน้อยกว่า 

5% ของเชื้อ M. tuberculosis ที่ดื้อยา Rifampicin (43)  

 จากการศึกษาของ Zaw และคณะ รายงานความชุกของการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ของ

เชื้อ M. tuberculosis ที่ดื้อยา Rifampicin ในประเทศบราซิล พบว่า ต าแหน่งที่มีการกลายพันธุ์บ่อย

ที่สุด 2 ต าแหน่ง ได้แก่ โคดอน Ser531Leu พบประมาณ 58.5% และโคดอน Ser531Trp พบ

ประมาณ 20.8% ในขณะที่เมือง Zhejiang ประเทศจีน พบว่าต าแหน่งที่พบการกลายพันธุ์บ่อยท่ีสุด 

ได้แก่ โคดอน 526 พบมากถึง 75% ในขณะที่โคดอน531 พบเพียงแค่ 5 % เท่านั้น (43) จาก

การศึกษาของ Qazi และคณะ รายงานความชุกของการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ของเชื้อ M. 

tuberculosis ที่ดื้อยา Rifampicin ในประเทศปากีสถาน พบว่า ต าแหน่งที่พบการกลายพันธุ์บ่อย

ที่สุด ได้แก่ โคดอน 531 พบประมาณ 52% และรองลงมาคือ โคดอน 516 ซึ่งพบประมาณ 21% 

(44) จากการศึกษาของ Madania และคณะ รายงานความชุกของการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ของ

เชื้อ M. tuberculosis ที่ดื้อยา Rifampicin ในประเทศซีเรีย พบว่าต าแหน่งที่พบการกลายพันธุ์บ่อย

ที่สุด ได้แก่ โคดอน 531 โคดอน 526 และโคดอน 516 โดยพบความถ่ีประมาณ 61% 13% และ 

8.7% ตามล าดับ (45) ในขณะที่ในประเทศไทย การศึกษาของ Prammananan และคณะ รายงาน

ความชุกของการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ของเชื้อ M. tuberculosis ที่ดื้อยา Rifampicin โดยพบว่า

ต าแหน่งที่พบการกลายพันธุ์บ่อยที่สุด 3 ต าแหน่ง ได้แก่ โคดอน 531 พบประมาณ 58% รองลงมาคือ 

โคดอน 526 พบประมาณ 25.2% และสุดท้าย โคดอน 516 พบประมาณ 9.1% (7)  

 

8. บทบาทของการดื้อยา Rifampicin ที่มีต่อการบ่งช้ีวัณโรคดื้อยาหลายขนาน 
 การติดเชื้อวัณโรคดื้อยาหลายขนาน เกิดจากเชื้อ M. tuberculosis ที่ดื้อต่อยาต้านวัณโรคที่

มีประสิทธิภาพดีที่สุดพร้อมกัน 2 ชนิด ได้แก่ ยา Rifampicin และยา Isoniazid อย่างไรก็ตามการดื้อ

ต่อยา Rifampicin มากกว่า 90% มักส่งผลให้มีการดื้อต่อยา Isoniazid ร่วมด้วยในภายหลัง การ

ตรวจวินิจฉัยหาการดื้อยา Rifampicin ของเชื้อ M. tuberculosis จึงสามารถใช้เป็นตัวแทน 

(Surrogate marker) ในการตรวจหาวัณโรคดื้อยาหลายขนานได้ (3) 
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9. สถานการณ์วัณโรคและการติดเชื้อดื้อยาวัณโรคชนิด Rifampicin 
 จากรายงานขององค์การอนามัยโลกปี พ.ศ.2563 พบว่าในปี พ.ศ.2562 ประชากรจากทั่วโลก

ประมาณ 465,000 คนติดเชื้อวัณโรคดื้อยา Rifampicin (Rifampicin resistant tuberculosis : RR-

TB) ซึ่งเป็นยาที่ใช้รักษาวัณโรคกลุ่มแรกท่ีมีประสิทธิภาพสูงที่สุด และมีผู้ป่วยติดเชื้อดื้อยาชนิดที่เป็น

วัณโรคดื้อยาหลายขนาน โดยคิดเป็น 78% ของจ านวนผู้ป่วยที่ได้รับเชื้อวัณโรคดื้อยา Rifampicin 

ส าหรับประเทศไทยซึ่งถูกจัดให้เป็น 1 ใน 14 ประเทศท่ีมีอัตราผู้ติดเชื้อวัณโรคสูงสุดทั่วโลกโดย

องค์การอนามัยโลกและยังถูกจัดเป็น 1 ใน 30 ประเทศท่ีมีอัตราผู้ป่วยวัณโรคร่วมกับการติดเชื้อ HIV 

และอัตราผู้ป่วยวัณโรคดื้อยาหลายขนานสูงที่สุด จากรายงานขององค์การอนามัยโลกซึ่งได้ประมาณ

การอุบัติการณ์ผู้ป่วยวัณโรคท้ังหมดในประเทศไทยในปี พ.ศ.2562 เท่ากับ 105,000 คน และเป็น

ผู้ป่วยที่พบการติดเชื้อวัณโรคดื้อยาชนิด MDR/RR-TB ประมาณ 2,500 คน คิดเป็นอัตราส่วนเท่ากับ 

3.6 ต่อประชากร 100,000 คน โดยเป็นผู้ป่วยรายใหม่ 1.7% และเป็นผู้ป่วยที่ได้รับการรักษาแล้ว 

10% (1) 

 

10. การทดสอบความไวต่อยาต้านวัณโรคในห้องปฏิบัติการ 
การทดสอบความไวต่อยาต้านวัณโรคมีความจ าเป็นอย่างยิ่งในการพิจารณาให้การรักษา

ผู้ป่วยวัณโรคอย่างเหมาะสมและมีประสิทธิภาพ เนื่องจากหากเชื้อ M. tuberculosis ที่แยกได้จาก

ผู้ป่วยเป็นเชื้อที่มีคุณสมบัติดื้อยา จ าเป็นต้องมีการเปลี่ยนกลุ่มของยาที่ใช้ในการรักษาทันทีเพ่ือลด

อัตราการรักษาที่ล้มเหลวที่อาจเกิดข้ึนตามมา ประกอบกับจ านวนผู้ป่วยวัณโรคดื้อยาที่มีอัตราสูงอย่าง

ต่อเนื่องจากอดีตถึงปัจจุบัน น าไปสู่การแพร่กระจายเชื้อที่ยังคงเป็นปัญหาส าคัญทางสาธารณสุข (10) 

การทดสอบความไวต่อยาต้านวัณโรคสามารถท าได้ด้วยเทคนิคทางฟีโนไทป์และจีโนไทป์ ซึ่งทั้งสอง

เทคนิคมีรายละเอียดดังอธิบายด้านล่าง 

10.1 การทดสอบความไวต่อยาต้านวัณโรคด้วยเทคนิคทางฟีโนไทป์ 
การทดสอบความไวต่อยาต้านวัณโรคด้วยเทคนิคทางฟีโนไทป์อาศัยหลักการเพาะเลี้ยงเชื้อลง

ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มียาต้านวัณโรคผสมอยู่ หากเชื้อไวต่อยาจะถูกยายับยั้งและไม่สามารถเจริญได้ 

ในทางตรงกันข้ามหากเชื้อดื้อต่อยาจะสามารถเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมยาได้ ตัวอย่างของ

เทคนิคทางฟีโนไทป์ที่ใช้ในการทดสอบความไวต่อยาต้านวัณโรค อาทิเช่น เทคนิค Agar proportion 

method ซึ่งถูกก าหนดให้เป็นวิธีมาตรฐานทางฟีโนไทป์โดย Clinical Laboratory Standards 
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Institute (CLSI) อาศัยการค านวณจ านวนโคโลนีของเชื้อที่ข้ึนบนอาหารเลี้ยงเชื้อแบบแข็งที่มียาต้าน

วัณโรคผสมอยู่เปรียบเทียบกับจ านวนโคโลนีที่ขึ้นบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากยาต้านวัณโรค หาก

พบเชื้อมากกว่าหรือเท่ากับ 1% เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มียาต้านวัณโรคเป็นส่วนผสมเมือ่

เปรียบเทียบกับอาหารเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากยาต้านวัณโรค ให้แปลผลว่าเชื้อดังกล่าวดื้อต่อยาต้านวัณ

โรค (9) อย่างไรก็ตามวิธีนี้ใช้เวลาในการทดสอบที่นาน  3 - 4 สัปดาห์ จึงอาจมีความล่าช้าในการปรับ

การรักษาให้มีความเหมาะสมและผู้ป่วยที่มีเชื้อดื้อยาอาจยังคงแพร่กระจายเชื้อสู่ผู้อ่ืนได้ (10)  

การตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่องกึ่งอัตโนมัติ BACTEC 460 (บริษัท Becton Dickinson จ ากัด, 

ประเทศสหรัฐอเมริกา) ซึ่งใช้ตรวจวิเคราะห์หาการเจริญของเชื้อ M. tuberculosis ในอาหารเลี้ยงเชื้อ

ชนิดเหลว BACTEC 12B (46) ที่มีส่วนประกอบดังนี้ อาหารเลี้ยงเชื้อชนิด Modified middlebrook 

7H9 4 ml Casein hydeolysate Bovine serum albumin Catalase [14C] - Palmitic acid ซ่ึง

เป็นสารกัมมันตรังสี และส่วนผสมของยาปฏิชีวนะ PANTA ซึ่งได้แก่ ยา Polymyxin B ยา 

Amphotericin B ยา Nalidixic acid ยา Trimethoprim และยา Azlocillin (47) โดยใช้หลักการ

ตรวจวัดปริมาณของ 14CO2 ที่ถูกปล่อยมาจากกระบวนการสันดาป (Metabolism) ของ 14C - 

Palmitic acid ซึ่งเป็นตัวชี้วัดของการเจริญเติบโตของเชื้อ Mycobacterium (46) ติดตามการเจริญ

ของเชื้อทุกๆ 2 วันในสัปดาห์แรก หากมีการเจริญของเชื้อ ค่าดัชนีชี้วัดการเจริญของเชื้อ (GI) จะมีค่า

มากกว่า 10 ขึ้นไป และให้แปลผลการทดสอบว่าเป็นผลบวก (47) ข้อดีของการตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี

นี้คือช่วยลดระยะเวลาในการวินิจฉัยวัณโรค โดยกระบวนการเพาะเลี้ยงเชื้อและการทดสอบความไว

ต่อยาต้านเชื้อจุลชีพใช้เวลาทั้งหมดประมาณ 10 - 14 วัน (46) อย่างไรก็ตามการใช้สารกัมมันตรังสีใน

กระบวนการตรวจวิเคราะห์ท าให้ไม่มีความปลอดภัยในการปฏิบัติงาน วิธีนี้จึงไม่ได้รับความนิยมเท่าใด

นัก (47)  

การตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่องอัตโนมัติ BACTEC Mycobacterial Growth Indicator Tube 

960 (BACTEC MGIT 960 : บริษัท Becton Dickinson จ ากัด, ประเทศสหรัฐอเมริกา) อาศัยการ

เพาะเลี้ยงเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลว Middlebrook 7H9 ซึ่งมียาต้านวัณโรคผสมอยู่ ที่ก้น

หลอดอาหารเลี้ยงเชื้อมีเซนเซอร์ต่อ O2 - quenching fluorescent ซึ่งเคลือบอยู่กับซิลิกอนส าหรบั

ตรวจหาการเจริญของเชื้อ โดยวิเคราะห์จากสัญญาณฟลูออเรสเซนส์ที่เปล่งแสงออกมาภายหลังเชื้อ

เจริญเติบโตและมีการใช้ออกซิเจน ท าให้อนุภาคของฟลูออเรสเซนส์เป็นอิสระ และตรวจวัดได้ที่ขนาด

ความยาวคลื่น 365 นาโนเมตร (48) ปริมาณของแสงฟลูออเรสเซนส์ที่เปล่งออกมาจะแปรผกผันกับ
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ระดับออกซิเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อ (48, 49) ในการแปลผลต้องเปรียบเทียบค่า Growth unit (GU) 

กับหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ MGIT ที่ไม่มียาต้านวัณโรคซึ่งถือเป็นหลอดควบคุมและมีค่า GU มากกว่า 

400 หากค่า GU ของหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ MGIT ที่มยีาต้านวัณโรคผสมอยู่ มีค่าเท่ากับ 100 ขึ้นไป

ให้แปลผลว่าเชื้อนั้นมีการดื้อต่อยาต้านเชื้อวัณโรค ในขณะที่หลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ MGIT ที่มียาต้าน

วัณโรคผสมอยู่ มีค่า GU น้อยกว่า 100 ต้องน าไปบ่มเพ่ิมอีกเป็นระยะเวลา 7 วัน และหากยังคงมีค่า

น้อยกว่า 100 ให้แปลผลว่าเชื้อดังกล่าวไวต่อยาต้านวัณโรค (50) เครื่องอัตโนมัติ BACTEC MGIT 

960 สามารถใช้ทดสอบหาความไวต่อยาได้อย่างครอบคลุมทั้งยาต้านวัณโรคกลุ่มท่ี 1 และ 2 โดยมี

ระยะเวลาการทดสอบประมาณ 5 - 14 วัน (51) และเป็นเครื่องมือตรวจวิเคราะห์อัตโนมัติอย่างเต็ม

รูปแบบซึ่งท างานร่วมกับระบบคอมพิวเตอร์ในการแปลผล อย่างไรก็ตามด้วยราคาที่สูงและการใช้

ระบบวิเคราะห์อัตโนมัติที่ซับซ้อนจึงเป็นผลให้วิธีนี้เป็นวิธีที่ไม่ได้รับความนิยมในการใช้เป็นวิธี

มาตรฐานในห้องปฏิบัติการของประเทศที่ก าลังพัฒนาเท่าใดนัก (48, 52)  

 

10.2 การทดสอบความไวต่อยาต้านวัณโรคด้วยเทคนิคทางจีโนไทป์ 
 ด้วยข้อจ ากัดทางด้านระยะเวลาการทดสอบที่ล่าช้า และความไวที่ต่ าของการทดสอบความไว

ต่อยาต้านวัณโรคด้วยเทคนิคทางฟีโนไทป์ ท าให้ในปัจจุบันมีการน าเทคนิคทางจีโนไทป์เข้ามาใช้

ทดสอบแทนที่มากข้ึน   โดยมีเทคนิคการวิเคราะห์ล าดับเบส (DNA Sequencing) (53) เป็นวิธี

มาตรฐานทางจีโนไทป์ในการตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีนซึ่งสัมพันธ์กับการดื้อยาที่แสดงออก (54, 

55) อย่างไรก็ตามเทคนิคการวิเคราะห์ล าดับเบสมีข้อจ ากัดบางประการ อาทิเช่น มีความยุ่งยากในการ

ปฏิบัติจึงไม่เหมาะสมส าหรับน ามาใช้ในงานประจ า ต้องอาศัยความช านาญของผู้ปฏิบัติงาน และราคา

แพง (55)  

 องค์การอนามัยโลกได้รับรองเทคนิค Xpert MTB/RIF ซ่ึงเป็นเทคนิคทางจีโนไทป์ส าหรับการ

ทดสอบความไวต่อยาต้านวัณโรคโดยเฉพาะอย่างยิ่งในพ้ืนที่ที่มีการระบาดสูง และขาดแคลน

ทรัพยากรในการตรวจเพาะเลี้ยงเชื้อ เทคนิค Xpert MTB/RIF สามารถตรวจวินิจฉัยเชื้อ  

M. tuberculosis complex พร้อมกับตรวจหาการดื้อยา Rifampicin ได้ในเวลาเดียวกันภายใน 2 

ชั่วโมง โดยอาศัยเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม Gene Xpert ซึ่งสามารถสกัด DNA จากสิ่งส่ง

ตรวจที่ถูกบรรจุอยู่ในตลับน้ ายา และเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อ พร้อมกับตรวจหาผลผลิตจาก

การเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมโดยวัดแสงฟลูออเรสเซนส์ที่เกิดขึ้นระหว่างปฏิกิริยา ในการทดสอบการ
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ดื้อยา Rifampicin อาศัยหลักการตรวจหาชิ้นส่วนของยีน rpoB โดยใช้ Molecular beacon 

probes จ านวน 5 Probe แต่ละ Probe ถูกติดฉลากไว้ด้วยสารเรืองแสง (Fluorophore) ที่แตกต่าง

กัน 5 อัน Probe ทั้ง 5 นี้จะครอบคลุมบริเวณ RRDRs ของยีน rpoB ระหว่างต าแหน่งโคดอนที่ 507-

533 ในเชื้อสายพันธุ์ที่ไม่ดื้อยา Rifampicin ซึ่งไม่มีการกลายพันธุ์ ณ บริเวณ RRDRs ท าให้ Probe 

สามารถจับกับล าดับเบสของ DNA ต้นแบบได้ ส่งผลให้สารเรืองแสงที่ติดฉลากไว้ปล่อยแสงฟลูออเรส

เซนส์ออกมา ในทางกลับกันหากเชื้อดื้อยาและมีการกลายพันธุ์บริเวณ RRDRs จะส่งผลให้ Probe ไม่

สามารถจับกับต าแหน่งที่มีการกลายพันธุ์ได้ ท าให้ไม่พบการเรืองแสงของฟลูออเรสเซนส์ (11) 

ถึงแม้ว่าเทคนิค Xpert MTB/RIF  จะเป็นวิธีที่ใช้ตรวจหาการดื้อยา Rifampicin ได้โดยตรงจากสิ่งส่ง

ตรวจภายในระยะเวลาอันรวดเร็ว อย่างไรก็ตามข้อจ ากัดของเทคนิคนี้คือไม่สามารถตรวจหาการดื้อยา

ชนิดอื่นๆ นอกเหนือจากยา Rifampicin ได้ ประกอบกับมีราคาสูง และต้องอาศัยเครื่อง Gene 

Xpert ที่ต้องการการซ่อมบ ารุงอย่างต่อเนื่อง ท าให้เป็นข้อจ ากัดส าหรับสถานพยาบาลขนาดเล็ก  

 เทคนิค Line probe assay (LPA) เป็นอีกหนึ่งเทคนิคทางจีโนไทป์ที่ได้การรับรองจาก

องค์การอนามัยโลกเช่นเดียวกับเทคนิค Xpert MTB/RIF  ส าหรับการตรวจหาเชื้อวัณโรคและเชื้อวัณ

โรคชนิดดื้อยาหลายขนานได้อย่างรวดเร็วภายในระยะเวลาไม่เกิน 2 วัน จากผล smear เสมหะที่เป็น

บวก (13) โดยอาศัยการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีนที่ควบคุมเป้าหมายการออกฤทธิ์ของยา เช่น 

ยีน rpoB ด้วย Primer ที่จ าเพาะ ภายใต้ปฏิกิริยา Polymerase chain reaction (PCR) ผลผลิตที่

เกิดข้ึนถูกตรวจสอบผ่านการจับกันกับ Probe ที่จ าเพาะที่ถูกตรึงอยู่บนแผ่น nitrocellulose ซึ่งหาก

เป็นเชื้อสายพันธุ์ที่ไม่ดื้อยา Rifampicin และไม่มีการกลายพันธุ์ ณ บริเวณ RRDRs สารพันธุกรรมที่

ถูกเพ่ิมข้ึนมาจะสามารถจับ Wild types (WT) probes ได ้ และสังเกตเห็นเป็นแถบบนแผ่น 

nitrocellulose หากเชื้อดื้อยาและมีการกลายพันธุ์เกิดขึ้น สารพันธุกรรมที่ถูกเพ่ิมข้ึนมาจะไม่

สามารถจับกับ Probe ที่จ าเพาะกับต าแหน่งโคดอนที่กลายพันธุ์ได้ ท าให้ไม่พบแถบที่จ าเพาะบนแผ่น 

nitrocellulose (12) อย่างไรก็ตามเทคนิค LPA มีข้อจ ากัดคือ ราคาแพง และต้องอาศัยความ

เชี่ยวชาญในการอ่านและแปลผลสูง (13)  

11. การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค Isothermal Amplification 
 การเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมเป็นเทคนิคทางจีโนไทป์ที่มีความไวในการวินิจฉัยสารชีวภาพ

ต่างๆ อย่างไรก็ตามเทคนิคดังกล่าวต้องอาศัยเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม ที่อาจเป็นข้อจ ากัด
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ด้านต้นทุนของการตรวจวินิจฉัยรวมไปถึงความเป็นไปได้ในการประยุกต์ใช้ในงานภาคสนาม หรือ

ห้องปฏิบัติการขนาดเล็ก อย่างไรก็ตามปัจจุบันมีการพัฒนาเทคนิค Isothermal amplification ที่ใช้

ในการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมภายใต้อุณหภูมิคงท่ีตลอดปฏิกิริยา (56) ได้แก่ 

เทคนิค Nucleic acid sequence-based amplification หรือ NASBA เป็นเทคนิคท่ี

จ าเพาะต่อการตรวจหาสารพันธุกรรมประเภท RNA ซึ่งปฏิกิริยาด าเนินภายใต้อุณหภูมิคงที่ 41 องศา

เซลเซียส และต้องมีขั้นตอนการใช้อุณหภูมิสูงในการแยกสายสารพันธุกรรมที่อุณหภูมิ 65 องศา

เซลเซียส และใช้เอนไซม์เข้าร่วมในการท าปฏิกิริยาทั้งสิ้น 3 ชนิด ได้แก่ เอนไซม์ avian 

myeloblastosis virus reverse transcriptase  เอนไซม์ RNaseH  และเอนไซม์ T7 DNA 

dependent RNA Polymerase โดยสามารถเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมได้ตั้งแต่ 90 นาทีไปจนถึง 3 

ชั่วโมง (57)  

 เทคนิค Transcription-mediated amplification หรือ TMA มีหลักการคล้ายเทคนิค 

NASBA คือเป็นเทคนิคท่ีจ าเพาะต่อการตรวจหาสารพันธุกรรมประเภท RNA เช่นเดียวกัน อย่างไรก็

ตามเทคนิค TMA มีข้อแตกต่างจากเทคนิค NASBA เล็กน้อยตรงที่ไม่ใช้เอนไซม์ RNaseH ในการท า

ปฏิกิริยา แต่ใช้เอนไซม์เพียง 2 ชนิด ได้แก่ เอนไซม์ avian myeloblastosis virus reverse 

transcriptase และเอนไซม์ T7 DNA dependent RNA Polymerase (57)  

 เทคนิค Helicase-dependent amplification หรือ HDA เป็นเทคนิคท่ีใช้ประโยชน์จาก

เอนไซม ์ DNA helicase ช่วยในการคลายเกลียวของ DNA ต้นแบบ และมีโปรตีน single strand 

DNA binding protein  (SSB) เข้าจับกับ DNA เพ่ือช่วยป้องกันไม่ให้ DNA กลับไปจับกันอีกครั้งเป็น 

Double strand จากนั้น Primer จะเข้าจับกับ DNA ต้นแบบ และเกิดการต่อสายล าดับเบสใหม่ด้วย

เอนไซม ์Polymerase mediated elongation ใช้ระยะเวลาท าปฏิกิริยาประมาณ 60 - 120 นาท ีณ 

อุณหภูมิ 60 - 65 องศาเซลเซียส โดยที่ไม่ต้องใช้ขั้นตอนการแยกสายดีเอ็นเอในขั้นแรกของ

กระบวนการ (57)  

 เทคนิค Strand displacement amplification หรือ SDA อาศัยเอนไซม์ Bst DNA 

polymerase ในการเริ่มต้นการจ าลองตนเองของ DNA ต้นแบบ โดยใช ้Primer ที่แตกต่างกันจ านวน 

4 คู ่ ซ่ึงมีต าแหน่งที่ใช้ตัดจ าเพาะ (restriction sites) ส าหรับเอนไซม์ Hinc III exonucleaus 

ปฏิกิริยา SDA ด าเนินการภายใต้อุณหภูมิประมาณ 37 - 70 องศาเซลเซียส โดยใน 1 ปฏิกิริยา
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สามารถเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรมของ DNA เป้าหมายได้ถึง 109  copies ภายในเวลาไม่ถึง 1 ชั่วโมง 

(57)  

 เทคนิค Rolling circle amplification หรือ RCA ใช้เอนไซม ์Phi29 Bacteriophage DNA 

polymerase ซึ่งมีความสามารถในการแยกสาย DNA รปูวงแหวน (circular DNA) ได ้ แต่ต้องมี

ขั้นตอนการแยกสาย DNA ก่อนการเริ่มปฏิกิริยาด้วยอุณหภูมิสูง (melting DNA) จากนั้น Primer จะ

เข้าจับกับ circular ssDNA และเริ่มต้นสร้าง DNA สายใหม่ข้ึนมาใหม่ ภายใต้อุณหภูมิคงที่ ประมาณ 

30 - 36 องศาเซลเซียส และใช้เวลา 30 - 90 นาท ี(57)  

เทคนิค Loop-mediated isothermal amplification หรือ LAMP อาศัยการท างานแบบ

แทนที่ของเอนไซม์ Bst DNA polymerase บนสาย DNA และจาก Primer 4 - 6 เส้นที่จ าเพาะกับ

ล าดับเบส 6 ต าแหน่งบน DNA ต้นแบบ (57) ซึ่งจะช่วยให้ปฏิกิริยามีความจ าเพาะสูง (20) เทคนิค

ดังกล่าวใช้การเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมเพียง 1 ขั้นตอน ภายใต้อุณหภูมิ 60 - 65 องศาเซลเซียส ใน

เวลาอันสั้นเพียง 45 - 60 นาท ี(57) 

  

12. การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค Recombinase Polymerase Amplification 
(RPA) 

เทคนิค Isothermal amplification อ่ืนๆ ส่วนใหญ่มักมีขั้นตอนการใช้อุณหภูมิสูงเพ่ือแยก

สาย DNA ให้กลายเป็นสายเดี่ยวก่อนการเริ่มปฏิกิริยา ซึ่งเป็นกระบวนการที่ต้องใช้อุปกรณ์เพ่ิมเติม

และมีความยุ่งยากในการปฏิบัติเพ่ือใช้ในการควบคุมอุณหภูมิ ต่างจากเทคนิค Recombinase 

Polymerase Amplification หรือ RPA ที่สามารถด าเนินการเข้าสู่ปฏิกิริยาได้ทันทีโดยปราศจาก

ขั้นตอนการใช้อุณหภูมิสูงในการแยกสาย DNA (57) การด าเนินปฏิกิริยาของเทคนิค RPA เกิดข้ึนได้

ด้วยการท างานของเอนไซม์ 2 ชนิด ได้แก่ เอนไซม์ Recombinase และเอนไซม์ Strand 

displacement DNA polymerase ร่วมกับโปรตีน 1 ชนิด ได้แก ่Single-stranded DNA-binding 

protein หรือ SSB (58) โดยในช่วงเริ่มต้นของปฏิกิริยาเอนไซม์ Recombinase และ loading 

factor จะรวมตัวกันเป็น nucleoprotein filament ไปจับกับ Primer จากนั้นจะเคลื่อนตัวไปตาม

สายของ DNA สายคู่ (dsDNA) เพ่ือหาล าดับเบสที่เป็น Homologous แล้วจึงท าการแยกสายของ 

DNA ท าให้เกิดโครงสร้างที่เรียกว่า D-loop จากนั้นโปรตีน SSB เข้าจับบนสาย DNA เพ่ือป้องกัน

ไม่ให้สาย DNA กลับมาจับกันอีกครั้ง สุดท้ายเอนไซม์ Recombinase จะหลุดออกจากสาย DNA เมื่อ
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เอนไซม ์ Strand displacement DNA polymerase เข้ามาในปฏิกิริยาเพ่ือช่วยสังเคราะห์ DNA 

สายใหม ่ จากนั้น DNA 2 สายที่ถูกสังเคราะห์ขึ้นจะกลายเป็น DNA ต้นแบบส าหรับการเริ่มปฏิกิริยา

ครั้งใหม ่โดยปฏิกิริยา RPA จะด าเนินซ้ าไปเรื่อยๆ จนกว่า Phosphocreatine จะหมดลง (57)  

 

รูปที่ 2 กระบวนการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค Recombinase polymerase 
amplification  (RPA) (56) 

 
เทคนิค RPA ด าเนินการภายใต้อุณหภูมิคงท่ีตลอดปฏิกิริยาที่ประมาณ 37 - 42 องศา

เซลเซียส โดยมีปัจจัยส าคัญบางประการที่ต้องพิจารณา เพ่ือให้เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา  

ประการแรก ขนาดของ Primer ที่เหมาะสมในปฏิกิริยา RPA ควรมีความยาวประมาณ 30 - 

35 bp (57)  อย่างไรก็ตามการใช้ Primer ที่มีขนาดเท่ากับที่ใช้ในปฏิกิริยา PCR หรือประมาณ 18 - 

26 bp สามารถน ามาใช้ในปฏิกิริยา RPA ได ้ แต่สภาวะของการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมจะ

ด าเนินการได้ช้าลงเมื่อเทียบกับการใช้ Primer ที่มีความยาวเท่ากับ 30 bp หรือมากกว่า (59) และไม่

ควรใช้ Primer ที่มีความยาวมากกว่า 45 bp เนื่องจากมีโอกาสที่จะเกิด primer-dimer ได้สูง (57)  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 22 

ประการที่สอง ควรเลือกใช้ GC content ของ Primer ที่อยู่ระหว่าง 30 - 70% เนื่องจาก 

GC content ที่ต่ ากว่า 30% จะส่งผลให้การเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมเป็นไปได้ยากกว่า (60) และ 

GC content ที่สูงกว่า 70% จะยับยั้งการท างานของเอนไซม์ Recombinase protein ซึ่งเป็น

ส่วนประกอบของปฏิกิริยา RPA (61) 

ประการที่สาม เทคนิค RPA สามารถเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมที่มีล าดับเบสที่ยาวโดยความ

ยาวผลผลิตมากที่สุดที่เทคนิค RPA สามารถเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมได้มีความยาวมากถึง 1.5 kb 

(62) อย่างไรก็ตามการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมที่ให้ผลผลิตที่มีขนาดประมาณ 100 - 200 bp ให้

ผลลัพธ์ที่ดีกว่าเนื่องจากสามารถช่วยลดสัญญาณรบกวน (noise) ของปฏิกิริยาและส่งผลให้ปฏิกิริยามี

ค่าความไวที่สูงกว่า (57)  

ประการที่สี่ ในการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมหลายต าแหน่งเป้าหมายภายในเวลาเดียวกัน

ด้วยเทคนิค RPA (multiplex RPA) ควรใช้ Primer ที่จ าเพาะส าหรับแต่ละต าแหน่งเป้าหมายและมี

ความยาวประมาณ 30 - 35 bp การศึกษาก่อนหน้าได้ออกแบบ Primer ส าหรับปฏิกิริยา multiplex 

RPA ให้มีความยาวประมาณ 18 - 26 bp ซึ่งช่วยลดโอกาสในการเกิด primer-dimer ได้ (57)  

ประการที่ห้า ปฏิกิริยา RPA สามารถเกิดข้ึนได้ในอุณหภูมิห้องจนถึง 45 องศาเซลเซียส 

อย่างไรก็ตามช่วงอุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับด าเนินปฏิกิริยาเท่ากับ 37 - 42 องศาเซลเซียส (57) 

การควบคุมอุณหภูมิให้คงที่ส าหรับด าเนินปฏิกิริยาสามารถท าได้ง่ายโดยใช้เครื่องบ่มเชื้อ (incubator) 

เครื่องท าความร้อน (Heater) หรือแม้กระทั่งการใช้ความร้อนจากร่างกาย (57)  

การเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค RPA มีจุดเด่นที่สามารถน ามาพัฒนาเป็นเครื่องมือ

ทดสอบ ณ จุดดูแลผู้ป่วยได้ เนื่องจากมีราคาถูก มีความไวและความจ าเพาะสูง ขั้นตอนการออกแบบ 

Primer และการทดสอบง่ายไม่ซับซ้อน ใช้อุณหภูมิในการท าปฏิกิริยาไม่สูงมากซ่ึงสามารถควบคุมได้

ง่าย ประหยัดเวลา และไม่จ าเป็นต้องอาศัยเครื่องมือวิทยาศาสตร์ที่จ าเพาะ (57) การศึกษาท่ีผ่านมามี

การน าเทคนิค RPA ไปใช้ในการตรวจวินิจฉัยสารพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตชนิดต่างๆ หลายชนิด อาทิ

เช่น เชื้อแบคทีเรีย เชื้อปรสิต เชื้อรา เชื้อไวรัส เซลล์มะเร็ง และสิ่งมีชีวิตที่มีการตัดแต่งพันธุกรรมหรือ 

Genetically Modified Organisms (GMOs) และพบว่าเทคนิค RPA สามารถเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรมที่เป็นทั้ง DNA และ Ribonucleic acid (RNA) ได้อย่างมีประสิทธิภาพ (57) จากการศึกษา

ก่อนหน้าของ Nuntita และคณะ ได้น าเทคนิค RPA ตรวจวิเคราะห์หายีน IS1081 และยีน IS6110 
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ซึ่งเป็นยีนเป้าหมายที่จ าเพาะต่อเชื้อ M. tuberculosis พบว่าสามารถวินิจฉัยเชื้อได้โดยมีความไว

เท่ากับ 100% และความจ าเพาะเท่ากับ 100% (14) การศึกษาของ Ma และคณะ ท าการตรวจหา

เชื้อ MTBC  โดยใช้เทคนิค RPA ร่วมกับการตรวจสอบผลผลิตด้วยแผ่นทดสอบ lateral flow ซ่ึง

สามารถอ่านผลได้ด้วยตาเปล่า และพบว่าสามารถตรวจสอบเชื้อ MTBC ได ้ โดยมีความไวและ

ความจ าเพาะเท่ากับ 100% และ 97.92% ตามล าดับเมื่อเปรียบเทียบกับวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ นอกจากนี้

ยังพบค่าความเข้มข้นที่น้อยที่สุดที่สามารถตรวจพบเชื้อได้ (Limit of detection : LOD) เท่ากับ 25 

fg และไม่พบการเกิดปฏิกิริยาข้ามสายพันธุ์กับเชื้อแบคทีเรียชนิดอื่น (63) การศึกษาของ Hou  และ

คณะ ท าการพัฒนาเทคนิค RPA ร่วมกับการตรวจสอบผลผลิตด้วยแผ่นทดสอบ Lateral flow 

dipstick (LFD) เพ่ือการวินิจฉัยเชื้อไวรัส Bovine ephemeral fever (BEFV) โดยใช้ RPA primers 

และ Lateral flow probes ที่ออกแบบอย่างจ าเพาะด้วยยีน G พบว่าวิธี RPA-LFD ในการศึกษาครั้ง

นี้ให้ค่าความไวเท่ากับ 97.89% และความจ าเพาะเท่ากับ 90.91% ซึ่งเป็นค่าท่ีสูงเมื่อเทียบกับเทคนิค 

Reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) แบบดั้งเดิม และสามารถสังเกต

ผลที่ได้บน LFD ด้วยตาเปล่าภายในระยะเวลาอันสั้น (64) การศึกษาของ Zhao และคณะ พัฒนา

เทคนิค RPA ร่วมกับการใช้แผ่นทดสอบ Lateral flow dipstick ในการตรวจสอบผลผลิต เพ่ือการ

ตรวจหา DNA ของเชื้อ M. avium subsp. paratuberculosis พบว่าเมื่อเทียบกับเทคนิค 

Quantitative-PCR วิธีนี้ให้ค่าความไวและความจ าเพาะเท่ากับ 100% และ 97.63% ตามล าดับ โดย

ข้อดีของเทคนิคนี้คือไม่ต้องใช้ software ในการออกแบบ Primer ที่เหมาะสมของปฏิกิริยา RPA ท า

ให้ไม่สิ้นเปลืองค่าใช้จ่าย และสามารถน าไปใช้ในประเทศก าลังพัฒนาได้ (65)  

 

13. การตรวจสอบผลผลิตจากการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม 
 ภายหลังการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิคต่างๆ ไม่ว่าจะเป็นเทคนิค PCR หรือ

เทคนิค Isothermal amplification จ าเป็นต้องมีการตรวจสอบผลผลิตที่เกิดข้ึน เพ่ือวินิจฉัยตาม

จุดประสงค์ของการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม ปัจจุบันมีเทคนิคส าหรับตรวจสอบผลผลิตดังกล่าว

มากมายหลายชนิด ดังรายละเอียดที่ยกตัวอย่างด้านล่าง 

13.1 การตรวจสอบผลผลิตด้วย Agarose gel electrophoresis 
 เทคนิคการแยกสารด้วยกระแสไฟฟ้าโดยใช้วุ้นเป็นตัวกลางค้ าจุนเป็นวิธีมาตรฐานที่ใช้ในการ

แยกสารชีวภาพประเภทโปรตีน RNA หรือ DNA โดยปกติในการแยกสารพันธุกรรมชนิด RNA และ 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 24 

DNA มักใช้วุ้น Agarose เป็นตัวกลางค้ า หรือเรียกว่าเทคนิค Agarose gel electrophoresis ซ่ึง

โมเลกุลของสารพันธุกรรมจะถูกแยกตามขนาดภายใต้สนามกระแสไฟฟ้า โมเลกุลสารพันธุกรรมมี

คุณสมบัติเป็นประจุลบจะเคลื่อนที่ไปสู่ขั้วประจุบวก โดยสารพันธุกรรมที่มีโมเลกุลเล็กหรือน้ าหนัก

น้อยจะเคลื่อนที่ได้เร็วกว่าสารพันธุกรรมที่มีโมเลกุลใหญ่หรือน้ าหนักมากกว่า (66) ซึ่งสารพันธุกรรมที่

ถูกแยกจะปรากฏให้เห็นเป็นแถบ ณ ต าแหน่งต่างๆ บนวุ้นตัวกลางค้ าจุน ซึ่งตรวจสอบได้ผ่านเครื่อง

บันทึกภาพ โดยอาศัยการเปล่งแสงฟลูออเรสเซนส์ที่เกิดจากสีที่ย้อมโมเลกุลของสารพันธุกรรม 

เทคนิค Agarose gel electrophoresis เป็นเทคนิคท่ีมีความไวสูงทั้งนี้ขึ้นอยู่กับชนิดของสีย้อม และ

เหมาะในการใช้แยกสารพันธุกรรมขนาดใหญ่ อย่างไรก็ตามเทคนิคดังกล่าวมีข้อเสียบางประการเมื่อ

เทียบกับวิธีอ่ืนๆ อาทิเช่น หากสารพันธุกรรมมีโมเลกุลต่ าหรือขนาดเล็กอาจถูกแยกได้ไม่ดี เนื่องจาก

วิธีนี้มีค่าความสามารถในการแยกรายละเอียด (resolving power) ที่ต่ า อาจเกิดการฟุ้งของผลผลิต

ท าให้การอ่านผลจากแถบสารพันธุกรรมไม่ชัดเจน (18) มีราคาแพงเนื่องจากต้องใช้อุปกรณ์จ าเพาะ 

หรืออุปกรณ์ในการจ่ายไฟฟ้า (power supply) ใช้เวลาในการตรวจสอบผลผลิตนานมากกว่า 45 

นาทีขึ้นไป และจ าเป็นต้องมีขั้นตอนการย้อมสารพันธุกรรมด้วยสีย้อม ท าให้มีขั้นตอนยุ่งยาก (67)  

 

13.2 การตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR green I 
สี SYBR  green I เป็นสีย้อมชนิด asymmetric monomethine cyanine มักใช้ใน

ห้องปฏิบัติการอณูชีววิทยาทั่วไป (68) เพ่ือตรวจสอบผลผลิตหลังการเพ่ิมปริมาณของสารพันธุกรรม 

(14) โดยอาศัยหลักการของสี SYBR green ที่เข้าจับตรงต าแหน่ง minor groove ของ DNA สายคู ่

(69) ในระหว่างขั้นตอนสังเคราะห์ DNA สายใหม ่ (Elongation) (70) ท าให้ดูดกลืนแสงสีน้ าเงินได้ที่

ความยาวคลื่น 497 nm จากนั้นจึงปล่อยสารเรืองแสงฟลูออเรสเซนส์สีเขียวออกมาที่ความยาวคลื่น

สูงสุด 520 nm (71) ดังนั้นหากมีปริมาณ DNA สายคู่ในปฏิกิริยามากเท่าใด ยิ่งส่งผลให้มีการเข้าจับ

ของสี SYBR green I มากยิ่งขึ้น และช่วยเพิ่มสัญญาณแสงฟลูออเรสเซนส์ด้วยเช่นกัน (69) แสงสี

เขียวที่เกิดขึ้นสามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า แต่หากสังเกตภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตจะเห็นการ

เปล่งแสงฟลูออเรสเซนส์ (20) ข้อดีของการใช้สี SYBR green I ในการตรวจสอบผลผลิตภายหลังการ

เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม ได้แก่ ความปลอดภัยไม่เป็นพิษ สามารถปฏิบัติได้ง่ายขั้นตอนไม่ยุ่งยาก 

ราคาไม่แพง (70) สังเกตผลการทดลองได้ด้วยตาเปล่า (20) อย่างไรก็ตามเทคนิคนี้มีข้อจ ากัดบาง

ประการ อาทิเช่น ไม่สามารถน ามาประยุกต์ใช้กับการตรวจวิเคราะห์ผลผลิตที่เกิดจากปฏิกิริยาแบบ 
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Multiplex amplification ได้ (19) อีกท้ังไม่สามารถจ าแนกการเกิดผลบวกปลอม (false positive) 

ที่เกิดจาก Primer-dimer หรือผลผลิตที่เป็น non-specific ออกจากผลผลิตที่แท้จริงได้ เนื่องจากสี 

SYBR green สามารถเข้าจับ DNA สายคู่อย่างไม่จ าเพาะ ซึ่งท าให้การแปลผลการทดสอบมี

ความจ าเพาะต่ า (21) การศึกษาของ Nuntita และคณะ ใช้เทคนิค RPA เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม

ยีน IS1081 และยีน IS6110 ของเชื้อ M. tuberculosis โดยใช้สี SYBR green I เป็นเทคนิคในการ

ตรวจสอบผลผลิต พบว่าสามารถอ่านผลการทดสอบได้ทันทีภายหลังการเติมสี จึงท าให้การทดสอบมี

ความรวดเร็ว อ่านผลการทดสอบได้ด้วยตาเปล่า และยังมีความไวสูง เหมาะส าหรับใช้เป็นเครื่องมือ 

Point-of-care testing (POCT) ในพ้ืนที่ห่างไกลความเจริญ  อย่างไรก็ตามการตรวจสอบผลผลิตด้วย

สี SYBR green I พบข้อจ ากัดบางประการซึ่งอาจมีผลต่อประสิทธิภาพการตรวจวิเคราะห์ อาทิเช่น 

การเกิดผลลบปลอมเนื่องจากต้องใช้ความเข้มข้นของ DNA ต้นแบบ 300 ng ถึง 2 g จึงจะสามารถ

มองเห็นผลการทดสอบด้วยตาเปล่าได้ (14)  

 

13.3 การตรวจสอบผลผลิตด้วยเทคนิคของไหลจุลภาค (Microfluidic) 
 เทคนิค Microfluidic อาศัยหลักการไหลของสิ่งตัวอย่างที่มีลักษณะเป็นของเหลวหรือก๊าซ

จากแรง Capillary บน Lab-on-a-chip (LOC) ซึ่งผสมผสานกระบวนการตรวจวิเคราะห์ที่

หลากหลาย อาทิเช่น การสุ่มเลือกสิ่งตัวอย่าง (Sampling) การรักษาสภาพสิ่งตัวอย่าง (Sample 

treatment) การท าปฏิกิริยาของสิ่งตัวอย่าง (Reaction) การตรวจสอบสิ่งตัวอย่าง (Detection) และ

การวิเคราะห์ข้อมูล (Data analysis) เข้าด้วยกันบน LOC ขนาดเล็ก (22) ภายในประกอบด้วย

โครงสร้างที่เหลื่อมกันไปมาคล้ายก้างปลาและมีช่องทางไหลขนาดเล็กแตกต่างกันหลายท่อ โดยแต่ละ

ท่อถูกประดิษฐ์ให้มีความจ าเพาะเพ่ือป้องกันการปนเปื้อนของสารและสิ่งตัวอย่าง เทคนิค 

Microfluidic ใช้ปริมาณสิ่งตัวอย่างเพียงเล็กน้อยเนื่องจากชุดอุปกรณ์ทั้งหมดมีขนาดเล็ก จึงท าให้การ

ตรวจวิเคราะห์เป็นไปอย่างรวดเร็ว นอกจากนี้เทคนิคนี้ยังมีความไวสูงจึงเหมาะส าหรับการตรวจหา

เชื้อก่อโรค (72) อย่างไรก็ตามเทคนิค Microfluidic นั้นมีราคาแพง ใช้เวลานานในการขึ้นแบบพิมพ์

บน Chip และมีการจ ากัดขนาดของการออกแบบแท่นพิมพ์บน Chip ซึ่งอาจท าให้แท่นพิมพ์มีขนาด

เล็กและไม่เพียงพอส าหรับการตรวจวิเคราะห์ (22) การศึกษาของ Rosenfeld และคณะ ได้พัฒนา

วิธีการตรวจหาเชื้อ  

M. tuberculosis ด้วยเทคนิค Microfluidics โดยอาศัยการท างานของ Probe ที่ติดฉลากด้วยสี
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ฟลูออเรสเซนส์เป็นตัวตรวจวัดสัญญาณ พบว่าสามารถตรวจหาเชื้อ M. tuberculosis ได้ใน

ระยะเวลาอันสั้น โดยมีค่าความไวและความจ าเพาะสูง และสามารถใช้ได้ในพ้ืนที่ที่มีอุปกรณ์จ ากัด 

(73)  

13.4 การตรวจสอบผลผลิตด้วยกล้องอ่านสัญญาณฟลูออเรสเซนส์ (Real time 
fluorescence detection system)  

เทคนิค Real-time PCR หรือ Quantitative PCR (qPCR) เป็นเทคนิค PCR ที่สามารถ

ตรวจติดตามการเพ่ิมปริมาณของสารพันธุกรรมได้ตลอดการด าเนินปฏิกิริยา (74) วิธกีารตรวจแบบ 

Real-time ใช้ตัวตรวจวัด (Detector) ซึ่งจะเรืองแสงฟลูออเรสเซนส์และแสดงความยาวคลื่นเมื่อจับ

กับผลผลิตที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมแล้วเท่านั้น โดย Detector ในระบบ Real-time 

PCR มีหลายชนิด อาทิเช่น ส ีSYBR green โดยจะเข้าแทรกในโมเลกุลของ DNA สายคู่และท าให้เกิด

การเปล่งแสงฟลูออเรสเซนส์ออกมา สี SYBR green มีความไวสูง แต่ไม่มีความจ าเพาะต่อการท า

ปฏิกิริยา เนื่องจากสามารถเข้าจับกับโมเลกุลของ DNA สายคู่ท้ังที่เป็นผลผลิต PCR และ Primer-

dimer ได ้(75) ในขณะที่ Molecular beacon probe มีโครงสร้างเป็นห่วง Hairpin loop (76) ใช้

หลักการของตัวส่งสัญญาณแสง (Fluor) และตัวระงับสัญญาณแสง (Quencher) ซึ่งอยู่ต าแหน่งที่ใกล้

กันบน Probe ท าให้ Fluor ส่งผ่านพลังงานจากรังสีอัลตราไวโอเลตไปยัง Quencher และไม่เกิดการ

เรืองแสง อย่างไรก็ตามหากมีล าดับเบสเป้าหมายซึ่งเกิดจากปฏิกิริยาเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม ล าดับ

เบสเป้าหมายนั้นจะจับแบบคู่สมกับเบสของ Molecular beacon probe ส่งผลให้ Fluor และ 

Quencher แยกออกจากกันและเกิดการเปล่งแสงฟลูออเรสเซนส์ (75) ลักษณะเด่นของ Real-time 

PCR ที่แตกต่างจากเทคนิค PCR แบบดั้งเดิมคือ การวิเคราะห์ Melting curve ของโมเลกุลผลผลิต

หลังเสร็จสิ้นกระบวนการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม โดยใช้หลักการที่ผลผลิตแต่ละชนิดมีอุณหภูมิที่

ท าให้เบสคู่สมของนิวคลีโอไทด์แยกออกจากกันครึ่งหนึ่งจากความยาวทั้งหมด ซึ่งมีประโยชน์ส าหรับ

การแยกผลผลิตที่มีความใกล้เคียงกันมาก อาทิเช่น การแยกเชื้อ M. tuberculosis ออกจากเชื้อกลุ่ม 

(Nontuberculosis mycobacteria : NTM) (77) การศึกษาของ Rathore และคณะ ท าการ

ตรวจหาการดื้อยาต้านวัณโรคหลายขนานของเชื้อ M. tuberculosis ในประชากรประเทศอินเดีย 

โดยใช้ Primer ที่จ าเพาะต่อยีน IS6110 ด้วยเทคนิค Real-time PCR โดยใช้ส ีSYBR green ช่วยใน

การตรวจจับผลผลิตจากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม และอาศัยการวิเคราะห์ผลของรูปแบบการ

กลายพันธุ์ของยีนที่ท าให้เกิดการดื้อยาจากหลักการวิเคราะห์ Melting curve พบว่าสามารถตรวจ
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วินิจฉัยการดื้อยาต้านวัณโรคหลายขนานของเชื้อ M. tuberculosis ได้ด้วยความรวดเร็ว และมีความ

ไวสูงถึง 100% (78)  

13.5 การตรวจสอบผลผลิตด้วยแผ่นทดสอบ Lateral flow  
พ้ืนฐานของเทคนิค Lateral flow อาศัยหลักการของ Chromatography โดยให้สิ่งตัวอย่าง

ที่ต้องการตรวจวัดที่เป็นของเหลวเคลื่อนที่โดยปราศจากแรงภายนอกผ่านบริเวณต่างๆ ของแผ่น

ทดสอบ (Strip) ซึ่งมีโมเลกุลที่สามารถจับกับสารที่ต้องการตรวจวัดเคลือบอยู่ (23) แผ่นทดสอบ 

Lateral flow ประกอบด้วยแผ่นเมมเบรน (Membrane) ที่มีส่วนที่ซ้อนทับกันติดไว้บนแผ่นรองรับ

เพ่ือให้มีความเสถียรและการควบคุมการไหลของสารจากแรง Capillary ที่ดียิ่งขึ้น ในการทดสอบ

ปลายด้านหนึ่งของแผ่นทดสอบตรงต าแหน่งแผ่นรองรับ (Sample pad) จะสัมผัสกับสิ่งตัวอย่าง และ

ดูดซับสิ่งตัวอย่างไว้โดยจะถูกท าให้ชุ่มด้วยบัฟเฟอร์และสารลดความตึงผิว ซึ่งช่วยให้สิ่งตัวอย่างพร้อม

ส าหรับการเคลื่อนที่ในระบบตรวจวัดได้อย่างสมบูรณ์ บริเวณแผ่นรองรับสิ่งตัวอย่างจะมีอนุภาคของ

ตัวส่งสัญญาณ ซึ่งส่วนใหญ่เป็นอนุภาคทองค าหรืออนุภาค Microsphere Conjugate เพ่ือให้สิ่งที่

ต้องการตรวจวัดเข้ามาจับก่อนการเคลื่อนไปตามแผ่นทดสอบ เมื่อสิ่งตัวอย่างเคลื่อนผ่านแผ่นทดสอบ 

บริเวณท่ีใช้อ่านผลหรือ Test line ที่มีการพ่นสารส าหรับจับกับสิ่งที่ต้องการตรวจวัดลงบนเมมเบรน 

และท าหน้าที่ตรึงโมเลกุลของสารเหล่านั้นไว้กับที่ ณ บริเวณ Test line และแสดงผลให้เห็นเป็นสีที่

ปรากฏอยู่บริเวณแถบนั้น ในขณะที่บริเวณ Control line เป็นตัวบ่งชี้การไหลของสิ่งตัวอย่างผ่าน

แผ่นทดสอบว่ามีสิ่งผิดพลาดหรือไม่ ส่วนแผ่นดูดซับ (Absorbent pad) เป็นบริเวณท่ีท าหน้าที่ดูดซับ

น้ ายาที่เหลือจากการท าปฏิกิริยาและป้องกันการไหลย้อนกลับของน้ ายาเหล่านั้น โดยการไหลของสิ่ง

ตัวอย่างตลอดแผ่นทดสอบนั้นเกิดข้ึนได้จากแรง Capillary ในวัสดุของแผ่นทดสอบ (79)  

เมื่อไม่นานมานี้ มีการพัฒนาแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography โดยบริษัท Tohoku 

Bio-Array จ ากัด ประเทศญี่ปุ่น (80) ซึ่งอาศัยหลักการ Lateral flow (24) โดยผลผลิตที่ถูกน ามา

ตรวจสอบ ต้องถูกเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วย Forward primer ซึ่งบริเวณปลาย 5’ ถูกออกแบบ

ให้มีการติดฉลากนิวคลีโอไทด์ (Tag-linker sequence) และ Reverse primer ซึ่งบริเวณปลาย 5’ 

ถูกติดฉลากด้วย Biotin ดังนั้นผลผลิตที่เกิดข้ึนจึงมีทั้งฉลากนิวคลีโอไทด์และ Biotin ติดอยู่ น า

ผลผลิตผสมกับ Modified dilution buffer ซึ่งประกอบด้วยเกลือ NaCl2 ความเข้มข้นได้แก่ 0 และ 

300 mM ในอัตราส่วนที่เหมาะสม โดย Buffer ดังกล่าวท าหน้าที่ช่วยยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาแบบไม่

จ าเพาะ จากนั้นน าไปผสมกับ Latex solution ที่มีเม็ด Latex-streptavidin สีฟ้า ซึ่งจะจับกับ
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โมเลกุลของ Biotin ที่อยู่บนผลผลิต เมื่อน าแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography จุ่มลงในหลอด

ทดลองที่มีผลผลิตดังกล่าว ผลผลิตที่มีฉลากนิวคลีโอไทด์และ Latex-streptavidin-biotin จะ

เคลื่อนที่ไปบนแผ่นทดสอบและจับกับฉลากนิวคลีโอไทด์คู่สมที่ถูกตรึงอยู่บนแผ่นทดสอบ โดยฉลากนิ

วคลีโอไทด์บนแผ่นทดสอบนี้เป็นฉลากนิวคลีโอไทด์คู่สมของฉลากนิวคลีโอไทด์บน Forward primer 

ท าให้มองเห็นเป็นแถบสีฟ้าเนื่องมาจากเม็ด Latex-streptavidin บนแผ่นทดสอบ ภายในเวลา 10 - 

15 นาที (รูปที่ 3) (80, 81) 

 
รูปที่ 3 ตัวอย่างเทคนิค PCR-dipstick chromatography 

(a) ผลผลิต PCR ซึ่งมีการติดฉลากนิวคลีโอไทด์และ Biotin (b) การผสม Buffer ในหลอดผลผลิต (c) 
ผลผลิตที่มีฉลากนิวคลีโอไทด์และ Biotin  จับกับ Latex-streptavidin สีฟ้า (d) จุ่มแผ่นทดสอบ 

Dipstick chromatography ลงในสิ่งตัวอย่าง 10 - 15 นาท ี(e) อ่านผลการทดสอบโดยสังเกตจาก
แถบสีฟ้าตามต าแหน่งที่จ าเพาะบนแผ่นทดสอบ (80) 

 
ข้อดีของการทดสอบด้วย dipstick chromatography มีหลายประการ ได้แก่ สามารถแปล

ผลการทดสอบได้ด้วยตาเปล่า ใช้งานง่าย ราคาไม่แพง ใช้เวลาในการท าการทดสอบน้อยกว่าเทคนิค 

DNA hybridization หรือแผ่นทดสอบ Lateral flow อ่ืนๆ และสามารถพัฒนาเป็นเครื่องมือทดสอบ 

ณ จุดดูแลผู้ป่วย จากการศึกษาก่อนหน้าของ Shanmugakani และคณะ ได้ท าการออกแบบ 

Dipstick chromatography ส าหรับตรวจหายีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ cabapenemase ของ

เชื้อแบคทีเรียกลุ่ม Enterobacteriaceae ได้แก่ ยีน blaNDM ยีน blaKPC ยีน blaIMP และ ยีน 

blaOXA-48  และใช้ปฏิกิริยา multiplex PCR ในการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม พบว่าเป็นเทคนิคที่

สามารถตรวจหายีนที่สัมพันธ์กับการดื้อยา Carbapenem จากสิ่งตัวอย่างได้โดยตรงอย่างมี

ประสิทธิภาพ สามารถแปลผลการทดสอบได้ด้วยตาเปล่าภายใน 15 นาท ี ซึ่งเป็นระยะเวลาที่สั้นกว่า
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การตรวจสอบผลิตภัณฑ์ด้วยเทคนิค Agarose gel electrophoresis และสามารถตรวจสอบยีน

หลายชนิดได้ภายในเวลาเดียวกัน (80)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 30 

บทที่ 3 
วิธีการด าเนินการวิจัย 

 
1. สารเคมี น้ ายา วัสดุทางวิทยาศาสตร์ และเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์มาตรฐาน 
 -น้ ายาส าหรับปฏิกิริยา PCR ประกอบด้วย Taq DNA polymerase และ Buffer ยี่ห้อ New  

   England BioLabs  จากบริษัท New England BioLabs จ ากัด ประเทศสหรัฐอเมริกา  

   และ dNTPs ยี่ห้อ จากบริษัท Thermo Fisher Scientific จ ากัด ประเทศสหรัฐอเมริกา 

-ผง Agarose ยี่ห้อ Serva จากบริษัท Serva จ ากัด สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี 

 -สีย้อมดีเอ็นเอ ยี่ห้อ Ultrapower DNA/RNA safe dye จากบริษัท Gellex  

   International Inc. ประเทศญี่ปุ่น  

-น้ ายาปฏิกิริยา RPA ยี่ห้อ TwistDx จากบริษัท TwistDxTM  จ ากัด ประเทศสหราช 

   อาณาจักร 

 -น้ ายาและแถบตรวจสารพันธุกรรม C-PAS-STH Dipstick chromatography ยี่ห้อ TBA  

   จากบริษัท Tohoku Bio-Array จ ากัด ประเทศญี่ปุ่น 

 -น้ ายาท า DNA ให้บริสุทธิ์ ยี่ห้อ Favorgen  จากบริษัท Favorgen Biotech จ ากัด  

   สาธารณรัฐจีน (ไต้หวัน)  

 -เชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน H37Rv ATCC ได้รับความอนุเคราะห์จาก คณะ 

   แพทยศาสตร์ โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย  

 -Tag-linker sequence Primer ยี่ห้อ TBA สังเคราะห์จากบริษัท Tohoku Bio-Array  

   ประเทศญี่ปุ่น 
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2. เครื่องมือ 
 -เครื่องวัดปริมาณดีเอ็นเอ ยี่ห้อ BioTek รุ่น Synergy H1 จากบริษัท BioTek จ ากัด  

   ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 -เครื่องควบคุมอุณหภูมิ (Incubator) ยี่ห้อ Labnet จากบริษัท Labnet international  

   จ ากัด ประเทศสหรัฐอเมริกา  

 -เครื่อง Thermo cycler (PCR) ยี่ห้อ SensoQuest จากบริษัท SensoQuest จ ากัด  

   ประเทศ สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี 

 -เครื่องเขย่าผสมสาร ยี่ห้อ Labnet จากบริษัท Labnet international จ ากัด ประเทศ 

   สหรัฐอเมริกา 

 -เครื่องปั่นตกตะกอนความเร็วสูง ยี่ห้อ Eppendorf จากบริษัท Eppendorf จ ากัด  

   สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี 

 -เครื่องปั่นเหวี่ยงขนาดเล็ก ยี่ห้อ Labnet จากบริษัท Labnet international  

   จ ากัด ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 -เครื่องบันทึกภาพเจลภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต ยี่ห้อ Bio-Rad จากบริษัท Bio-Rad  

   Laboratories จ ากัด ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 

3. การออกแบบงานวิจัย 
 3.1 การวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน rpoB ด้วยเทคนิค DNA Sequencing 

เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน rpoB บริเวณ RRDRs ซึ่งครอบคลุมโคดอนที่ 459 

ถึง 604 ด้วยปฏิกิริยา PCR และวิเคราะห์ล าดับเบสด้วยเทคนิค Sanger DNA Sequencing 

เพ่ือหาต าแหน่งการกลายพันธุ์ 
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3.2 การพัฒนาเทคนิค Multiplex allele-specific recombinase polymerase   

   amplification ร่วมกับ Dipstick chromatography (MAS-RPA-DC) พัฒนา  

   เทคนิค MAS-RPA  ร่วมกับการตรวจวัดผลผลิตด้วย Dipstick   

   chromatography โดยการหาสภาวะที่เหมาะสมจากการท าปฏิกิริยาทั้งหมดใช้ 

DNA ต้นแบบของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv ซึ่งไม่มีการกลาย

พันธุ์ของยีน rpoB และเชื้อ M. tuberculosis ตัวแทนสายพันธุ์คลินิก 3 สายพันธุ์ ซึ่งได้รับการ

ยืนยันว่ามีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 หรือ 526 หรือ 531 เป็น

ตัวแทนในการพัฒนา 

 

3.3 การตรวจวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ของเชื้อ M. tuberculosis สาย  
   พันธุ์คลินิกด้วยเทคนิค MAS-RPA-DC 

น า DNA ที่สกัดได้จากโคโลนีของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์คลินิก มาตรวจ

วินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516, 526 และ 531 ด้วยเทคนิค 

MAS-RPA-DC 

 

3.4 การประเมินประสิทธิภาพของเทคนิค MAS-RPA-DC ในการตรวจวินิจฉัยการ 
   กลายพันธุ์ของยีน rpoB ของเชื้อ M. tuberculosis 

น าผลการตรวจวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516, 526 

และ 531 ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์คลินิก ที่ทดสอบด้วยเทคนิค MAS-RPA-DC 

มาค านวณหาค่าความไว ความจ าเพาะ ค่าท านายผลบวก และค่าท านายผลลบ และค่าความ

สอดคล้อง โดยเปรียบเทียบกับเทคนิค Sanger DNA sequencing และการทดสอบความไว

ต่อยา Rifampicin ด้วยเทคนิคทางฟีโนไทป์ 
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4. วิธีการทดลอง 
 4.1 การค านวณหาจ านวนกลุ่มตัวอย่าง 

ก าหนดระดับความเชื่อมั่นของการวิจัย และค านวณหาจ านวนของกลุ่มตัวอย่างที่จะใช้ในการศึกษา

วิจัย โดยอาศัยข้อมูลงานวิจัยก่อนหน้า ร่วมกับการใช้สูตรของ Buderer และคณะ (82) ดัง

รายละเอียดด้านล่าง 

การค านวณขนาดตัวอย่างส าหรับการทดสอบความไว 

 

N = 
Z∝/2

2 ×[SN (1−SN)]

W2 ×P
 

 

การค านวณขนาดตัวอย่างส าหรับการทดสอบความจ าเพาะ 

     N = 
Z∝/2

2 ×[SP (1−SP)]

W2 ×(1−P)
 

โดยก าหนดให้ 

N1 และ N2 = จ านวนตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาวิจัย 

Z/2   = ระดับความเชื่อมั่นที่ก าหนด (ผู้วิจัยก าหนดให้มีความเชื่อมั่นที่ 95%) = 1.96 (82)  

W   = ค่าความคลาดเคลื่อนที่ยอมรับได้ (0.05) 

P   = ค่าประมาณความชุกของเชื้อ M. tuberculosis ที่ดื้อยา Rifampicin ในประเทศ  

                        ไทยเท่ากับ 6.4% (54)  

SN   = ค่าความไวของวิธีมาตรฐาน (DNA sequencing) ส าหรับการตรวจวินิจฉัยเชื้อ M.  

                        tuberculosis ที่ดื้อยา Rifampicin = 96% (83)  

SP  = ค่าความจ าเพาะของวิธีมาตรฐาน (DNA sequencing) ส าหรับการตรวจวินิจฉัย   

      เชื้อ M. tuberculosis ที่ดื้อยา Rifampicin = 99% (83)  

 จากผลการค านวณตัวอย่างด้วยสูตรข้างต้น ได้จ านวนตัวอย่างเท่ากับ 922 ตัวอย่าง อย่างไรก็

ตาม เมื่อน าข้อมูลการก าหนดตัวอย่างทั้งหมดมาพิจารณาร่วมกับความเหมาะสมของระยะเวลาการ

ท าการศึกษาและงบประมาณ ประกอบกับข้อจ ากัดของการเก็บตัวอย่างในช่วงท าการศึกษาที่มีการ
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แพร่ระบาดของโรคโควิด-19 จึงได้ก าหนดขนาดตัวอย่างของการศึกษาครั้งนี้เท่ากับ 141 ตัวอย่าง ซ่ึง

ใกล้เคียงกับการศึกษาก่อนหน้าของ Prammananan และคณะ (7) ที่ได้พัฒนาเทคนิคทางอณู

ชีววิทยาในการวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ของเชื้อ M. tuberculosis ในประเทศไทย และได้

ก าหนดขนาดตัวอย่างเท่ากับ 154 ตัวอย่าง  

 

4.2 การพิจารณาจริยธรรมการศึกษาวิจัยในคน 
 การศึกษาครั้งนี้ได้รับการอนุมัติพิจารณารับรองจริยธรรมการวิจัยจากคณะกรรมการ
จริยธรรมการวิจัย ในคน คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธิบดี  มหาวิทยาลัยมหิดล 
กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย เลขที่รับรองโครงการ COA.MURA2021/70 
 

4.3 ตัวอย่างท่ีใช้ในการศึกษา 
 ตัวอย่างทั้งหมดที่น ามาใช้ในการศึกษาครั้งนี้ เป็นตัวอย่าง DNA จ านวนทั้งสิ้น 141 ตัวอย่าง 

ประกอบไปด้วย 1. DNA ที่สกัดมาจากโคโลนีของเชื้อ M. tuberculosis ที่เพาะแยกได้จากสิ่งส่งตรวจ

เหลือใช้ (Left over specimen) ของผู้ป่วยที่ไม่ซ้ ากันจากห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา คณะ

แพทยศาสตร์ โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย จ านวน 99 

ตัวอย่าง 2. DNA ที่สกัดมาจากโคโลนีของเชื้อ M. tuberculosis ที่ได้จากห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา 

Osaka Prefectural Institute of Public Health โอซาก้า ประเทศญี่ปุ่น จ านวน 26 ตัวอย่าง และ 

3. DNA เหลือใช้ที่ได้จากห้องปฏิบัติการสังกัดกรุงเทพมหานคร ซึ่งไม่ได้รับอนุญาตให้เปิดเผย

แหล่งที่มา จ านวนทั้งสิ้น 16 ตัวอย่าง ซึ่งแบ่งเป็น DNA ที่สกัดได้จากโคโลนีของ M. tuberculosis 

จ านวน 11 ตัวอย่าง และ DNA ที่สกัดได้จากสิ่งส่งตรวจเสมหะโดยตรง จ านวน 5 ตัวอย่าง ตัวอย่าง 

DNA ทั้งหมดถูกน ามาก าหนดรหัสใหม่ และไม่มีข้อมูลใดที่สามารถสืบค้นกลับไปยังรายละเอียดของ

ผู้ป่วยได ้

เชื้อ M. tuberculosis ที่ถูกน ามาสกัด DNA ได้รับการวินิจฉัยเบื้องต้น ดังนี้ 1. เชื้อ  

M. tuberculosis ที่ถูกน ามาสกัด DNA จ านวน จ านวน 99 ตัวอย่าง ถูกวินิจฉัยจ าแนกเชื้อ และ

ทดสอบความไวต่อยา Rifampicin ด้วยชุดตรวจแอนติเจน MPT 64 SD Bioline TB Ag MPT64 

Rapid test (บริษัท Alere จ ากัด, ประเทศสหรัฐอเมริกา) และเทคนิค BACTECTM Mycobacterium 

Growth Indicator Tube (MGIT) 960 (บริษัท Becton Dickinson จ ากัด, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
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ตามล าดับ จากห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์ โรงพยาบาลรามาธิบด ี

มหาวิทยาลัยมหิดล 2. เชื้อ M. tuberculosis ที่ถูกน ามาสกัด DNA จ านวน 26 ตัวอย่าง ถูกวินิจฉัย

จ าแนกเชื้อ และทดสอบความไวต่อยา Rifampicin ด้วยเทคนิคการหาล าดับเบสและเทคนิค 

BACTECTM MGIT 960 ตามล าดับ จากห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา Osaka Prefectural Institute of 

Public Health โอซาก้า ประเทศญี่ปุ่น และ 3. เชื้อ M. tuberculosis และสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ถูก

น ามาสกัด DNA จ านวน 16 ตัวอย่าง ถูกวินิจฉัยจ าแนกเชื้อด้วยชุดตรวจแอนติเจน MPT 64 SD 

Bioline TB Ag MPT64 Rapid test (บริษัท Alere จ ากัด, ประเทศสหรัฐอเมริกา)   จาก

ห้องปฏิบัติการสังกัดกรุงเทพมหานคร 

 

4.4 เชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน 
 เชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv ได้รับการอนุเคราะห์จาก รศ.ดร.

พิทักษ์  สันตนิรันดร์ ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์ โรงพยาบาลรามาธิบดี 

มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย 

 

4.5 เชื้อ M. tuberculosis ตัวแทนสายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่ง
โคดอน 516 526 และ 531  

 เชื้อ M. tuberculosis ตัวแทนสายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 

516 526 และ 531 จ านวนรวมทั้งสิ้น 3 สายพันธุ์ เป็นเชื้อที่ได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นเชื้อ  

M. tuberculosis  และดื้อต่อยา Rifampicin ด้วยชุดตรวจแอนติเจน MPT 64 SD Bioline TB Ag 

MPT64 Rapid test และเทคนิค BACTECTM MGIT 960  ตามล าดับ ได้รับความอนุเคราะห์จาก รศ.

ดร.พิทักษ์ สันตนิรันดร์ ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์ โรงพยาบาลรามาธิบด ี

กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย เชื้อทั้ง 3 สายพันธุ์ได้ถูกยืนยันการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ 

ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 ด้วยเทคนิค Sanger DNA Sequencing ในการศึกษาครั้งนี้ก่อน

น าไปใช้ทดสอบในขั้นตอนต่อไป 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 36 

4.6 การสกัด DNA ของ M. tuberculosis  
โคโลนีของเชื้อ M. tuberculosis ทั้งหมดถูกน ามาสกัด DNA ด้วยวิธีการต้ม โดย

ห้องปฏิบัติการแต่ละแห่งที่ให้ความอนุเคราะห์ DNA ในขณะที่สิ่งส่งตรวจเสมหะ ถูกสกัด DNA โดย

เครื่องสกัดอัตโนมัติซึ่งใช้หลักการสกัดด้วย Magnetic Beads โดยห้องปฏิบัติการสังกัด

กรุงเทพมหานคร DNA ที่สกัดได้ทั้งหมดถูกน ามาวัดปริมาณความเข้มข้นและความบริสุทธิ์ด้วย

เครื่องวัดปริมาณ DNA (Synergy H1 Hybrid Multi-Mode Reader) (บริษัท BioTek จ ากัด, 

ประเทศสหรัฐอเมริกา) และเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือรอท าการทดสอบในขั้นตอน

ถัดไป 

 

4.7 Primer ที่ใช้ในการศึกษา 
 Primer ที่ใช้ในการศึกษา ได้ถูกอ้างอิงมาจากการศึกษาก่อนหน้า (84) ซึ่งถูกออกแบบโดยใช้

ล าดับเบสของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv (GenBank accession no. 

NC_000962) เป็นต้นแบบในการออกแบบ ถูกตรวจสอบคุณสมบัติและความจ าเพาะด้วยโปรแกรม 

Basic local alignment search tool (BLAST; http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) และถูกใช้ในการ

วินิจฉัยจ าแนกเชื้อและการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ของ M. tuberculosis จากการศึกษาที่ผ่านมา

โดย Singpanomchai และคณะ (14, 84) ประกอบไปด้วย  

 

4.7.1 Primer ที่จ าเพาะต่อยีน rpoB เพื่อเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยปฏิกิริยา 
PCR  

 Primer ที่จ าเพาะต่อยีน rpoB (rpoB PCR primer) ถูกออกแบบส าหรับใช้ในการเพิ่ม

ปริมาณสารพันธุกรรมของยีน rpoB ของเชื้อ M. tuberculosis ด้วยปฏิกิริยา PCR เพ่ือใช้ในการ

วินิจฉัยการกลายพันธุ์ด้วยเทคนิค Sanger DNA Sequencing โดยออกแบบก าหนดให้ Primer จับที่

ยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 459 ถึง 604 ซึ่งครอบคลุมบริเวณ RRDRs ขนาด 81 bp ที่มักพบการ

กลายพันธุ์ของยีน rpoB รายละเอียดของ Primer ที่จ าเพาะต่อยีน rpoB ส าหรับปฏิกิริยา PCR ดัง

แสดงในตารางที่ 1 

 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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4.7.2 Primer เพื่อเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยปฏิกิริยา RPA 
 Primer ทั้งหมดท่ีใช้ในปฏิกิริยา RPA ถูกออกแบบเพ่ือให้มีประสิทธิภาพสูงสุดส าหรับ

ปฏิกิริยาดังกล่าว กล่าวคือได้ถูกออกแบบให้ Primer มีความยาวประมาณ 30 ถึง 35 bp เพ่ือเพ่ิม

ความจ าเพาะ และไม่ให้มีความยาวมากกว่า 45 bp เนื่องจากมีโอกาสเกิด Primer-dimer สูง  

นอกจากนี้ Primer ได้ถูกออกแบบให้ปลายด้าน 5' (ประมาณ 3 ถึง 5 นิวคลีโอไทด์แรก) เป็นเบสกลุ่ม 

Pyrimidines (Cytosine หรือ Thymine) เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการต่อขยายสายของ DNA และ

หลีกเลี่ยงการออกแบบ Primer ที่มีเบส Guanines ซ้ ากันภายในเส้น ในขณะที่ Primer ถูกออกแบบ

ให้มีเบส Cytosine และ Guanines ที่ปลายทางด้าน 3' เพ่ือช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการจับกัน

ระหว่าง Primer และเบสคู่สมของ DNA ต้นแบบ ท าให้เพ่ิมความจ าเพาะของปฏิกิริยาให้ดีขึ้น และได้

ออกแบบให้มีปริมาณของ GC ของ Primer อยู่ระหว่าง 30 ถึง 70% ในขณะที่ขนาดของผลผลิตจาก

การท าปฏิกิริยา RPA ควรมีความยาวประมาณ 100 ถึง 200 bp (57) 

 ในการศึกษานี้ได้ดัดแปลง Primer ทั้งหมดที่ถูกน ามาใช้ในปฏิกิริยา RPA เพ่ือให้สามารถเพ่ิม

ผลผลิตที่จะน าไปตรวจสอบต่อด้วยแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography ได้ กล่าวคือ ที่ปลาย

ด้าน 5’ ของ Forward primer แต่ละเส้นถูกติดด้วยฉลากล าดับเบส (Tag-linker sequence) ที่

แตกต่างกันออกไป และเป็นฉลากล าดับเบสที่จ าเพาะกับฉลากล าดับเบสคู่สมที่ถูกตรึงอยู่เป็นแถบ

ต าแหน่งต่างๆ บนพ้ืนเมมเบรนของแผ่นทดสอบ ในขณะที่ปลายด้าน 5’ ของ Reverse primer แต่ละ

เส้นมี Biotin ติดอยู่ ดังนั้นผลผลิต RPA ที่เกิดขึ้นจะมีทั้งฉลากล าดับเบสและ Biotin ติดอยู่ ซึ่ง

สามารถจับกับแถบฉลากล าดับเบสบนแผ่นทดสอบ  

 Primer ที่ใช้ในปฏิกิริยา RPA ทั้งหมด ประกอบไปด้วย 

4.7.2.1 Primer ที่จ าเพาะต่อ IS1081 

   Primer ที่จ าเพาะต่อ IS1081 (IS1081 primer) ถูกออกแบบส าหรับใช้ในการ

วินิจฉัยจ าแนกเชื้อ M. tuberculosis ด้วยปฏิกิริยา RPA ทั้งนี้ Primer ดังกล่าวถูกออกแบบให้มีความ

ยาว 30-35 bp เพ่ือให้เหมาะสมส าหรับใช้ในปฏิกิริยา RPA รายละเอียดของ Primer ที่จ าเพาะต่อ

IS1081 ส าหรับปฏิกิริยา RPA ดังแสดงในตารางที่ 1 

4.7.2.2 Allele-specific (AS) primer ที่จ าเพาะต่อการกลายพันธุ์ของยีน  

  rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531  
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  AS primer ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ ถูกออกแบบให้สามารถวินิจฉัยการกลายพันธุ์

แบบต าแหน่งเดียวของยีน rpoB  ณ ต าแหน่งโคดอนที่พบได้บ่อยสุดสามอันดับแรก ได้แก่ โคดอน 

516 526 และ 531 ซึ่งสัมพันธ์กับการดื้อยา Rifampicin ของเชื้อ M. tuberculosis การออกแบบ 

AS primer อาศัยหลักการของ Yaku-Bonczyk (85) โดยอ้างอิงล าดับเบสจาก DNA ต้นแบบของเชื้อ  

M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv (GenBank Accession no. NC_000962) โดย

ออกแบบปลายด้าน 3’ ของ AS primer ให้ล าดับเบสต าแหน่งสุดท้ายจับอย่างจ าเพาะกับล าดับเบสที่

ไม่มีการกลายพันธุ์ ณ โคดอน 516 526 และ 531 ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน 

ATCC H37Rv ในขณะที่ต าแหน่งล าดับเบสถัดจากต าแหน่งรองสุดท้ายถูกออกแบบให้มีการเพ่ิมล าดับ

เบสที่ไม่ใช่คู่สม (Mismatch) ซึ่งไม่จ าเพาะต่อล าดับเบสของ DNA ต้นแบบทั้งชนิดที่มีและไม่มีการ

กลายพันธุ์ (รูปที่ 4) 

 

รูปที่ 4 ตัวอย่างการออกแบบ Allele-specific primer ตามวิธีของ Yaku-Bonczyk 
 (85) 

 

ดังนั้นเมื่อน า AS primer ที่จ าเพาะต่อการวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโค

ดอน 516 526 และ 531 (rpoB516 primer rpoB526 primer และ rpoB531 primer ตามล าดับ) 

มาใช้เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv  ซึ่งไม่มี

การกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งใด AS primer จะสามารถจับกับ DNA ต้นแบบได้อย่างจ าเพาะ ส่งผลให้เกิด

การเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของ AS primer แต่ละเส้นได้ ในทางตรงกันข้ามหากเชื้อมีการกลาย

พันธุ์ ณ ต าแหน่งโคดอนใดต าแหน่งหนึ่ง AS primer ซึ่งถูกออกแบบอย่างจ าเพาะต่อต าแหน่งโคดอน

ที่กลายพันธุ์จะไม่สามารถเข้าจับ DNA ต้นแบบ ส่งผลให้ไม่เกิดการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของ AS 

primer เส้นนั้น รายละเอียดของ Primer ที่จ าเพาะต่อการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโค

ดอน 516 526 และ 531 ส าหรับปฏิกิริยา RPA ดังแสดงในตารางที่ 1 
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ตารางที่ 1 Primer ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้  
ยีน Primer ปฏิกิริยา ล าดับเบส ขนาด 

ของผลผลิต 

(bp) 

ที่มา 

rpoB rpoB F 

rpoB R 

PCR และ 

Sequencing 

Forward GCTGATCCAAAACCAGATCC  

Reverse ACACGATCTCGTCGCTAACC 

440 (14) 

IS1081 IS1081 F 

IS1081 R 

RPA Forward Tag1-

CCTCTTCTCATCTTATCGACGCCGAGCAGC  

Reverse Biotin-

CTGATTGGACCGCTCATCGCTGCGTTCGC 

173 ดัดแปลง

จาก (84) 

rpo516 

primer 

rpoB516 F 

rpoB R’2 

RPA Forward Tag2-

TCGGCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATCGA  

Reverse Biotin-

ACACGATCTCGTCGCTAACCACGCCGTCG  

297 ดัดแปลง

จาก (84)  

rpoB526 

primer 

rpoB526 F 

rpoB R’2 

RPA Forward Tag3-

CCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACTCA  

Reverse Biotin-

ACACGATCTCGTCGCTAACCACGCCGTCG 

266 ดัดแปลง

จาก (84) 

 

rpoB531 

primer 

rpoB531 F 

rpoB R’2 

RPA Forward Tag4-

TCGGGGTTGACCCACAAGCGCCGACTCTC  

Reverse Biotin-

ACACGATCTCGTCGCTAACCACGCCGTCG 

250 ดัดแปลง

จาก (84) 

หมายเหตุ Tag1 - 4 คือ ฉลากเบสที่ถูกติดลงบน Primer 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 40 

4.8 การวิเคราะห์หาล าดับเบสเพื่อวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ของเชื้อ  
M. tuberculosis 

 น า DNA ต้นแบบที่สกัดได้ในการทดสอบขั้นตอน 4.6 จากโคโลนีของเชื้อ M. tuberculosis 

และสิ่งส่งตรวจเสมหะ รวมจ านวนทั้งสิ้น  141 ตัวอย่าง มาท าการวิเคราะห์ล าดับเบสด้วยเทคนิค 

DNA sequencing ดังรายละเอียดด้านล่าง 

4.8.1 การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน rpoB ด้วยปฏิกิริยา PCR 
เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน rpoB ด้วยปฏิกิริยา PCR โดยใช้ Primer ที่จ าเพาะต่อยีน 

rpoB ดังแสดงในตารางที่ 1 ในปฏิกิริยา 1 หลอดมีปริมาตรรวมเท่ากับ 50 l ประกอบไปด้วย 

Standard buffer Taq reaction ความเข้มข้น 1 เท่า Forward primer และ Reverse primer 

ความเข้มข้น 0.2 M dNTPs ความเข้มข้น 200 M Magnesium chloride (MgCl2) ความเข้มข้น 

1.5 mM เอนไซม์ Taq DNA polymerase ความเข้มข้น 1 U และ DNA ต้นแบบปริมาณ 1 ng โดย

มีน้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นหลอดควบคุมลบ และเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน H37Rv 

เป็นหลอดควบคุมบวก ปฏิกิริยา PCR เริ่มต้นที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั้น

ด าเนินปฏิกิริยาขั้นถัดไปที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 1 นาท ี และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที จ านวนทั้งสิ้น 35 รอบ และ

อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 นาท ี น าผลผลิต PCR ปริมาตร 5 l ผสมกับ Loading 

dyes ความเข้มข้น 6x ปริมาตร 1 l และน าไปตรวจสอบด้วย Agarose gel electrophoresis 

ความเข้มข้น 1.5% ที่มีส่วนผสมของสี Ultrapower DNA/RNA safe dye ความเข้มข้น 100 เท่า 

(บริษัท Gellex International จ ากัด, ประเทศญี่ปุ่น) ภายใต้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ 45 นาที โดย

เทียบกับ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp บันทึกภาพภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต วัดความเข้มข้นของ

ผลผลิต PCR ด้วยเครื่องวัดปริมาณ DNA (Synergy H1 Hybrid Multi-Mode Reader) (บริษัท 

BioTek จ ากัด, ประเทศสหรัฐอเมริกา) แล้วเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 ºC ก่อนน าไปวิเคราะห์หาล าดับ

เบสในขั้นตอนต่อไป  
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4.8.2 การวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน rpoB ด้วยเทคนิค Sanger DNA sequencing 
น าผลผลิต PCR จากการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน rpoB ที่ได้จากข้อ 4.8.1 ไปท า

การวิเคราะห์ล าดับเบสด้วยเทคนิค Sanger DNA sequencing เตรียมผลผลิต PCR ปริมาตร 35 l 

และมีความเข้มข้น DNA ไม่น้อยกว่า 50 ng/μl พร้อมกับ rpoB  Forward primer ส่งไปวิเคราะห์

ล าดับเบสที่บริษัท Bioneer sequencing service จ ากัด ประเทศเกาหลีใต้ น าผลการวิเคราะห์ล าดับ

เบสของเชื้อ M. tuberculosis ทั้งหมด 141 ตัวอย่าง มาเปรียบเทียบกับล าดับเบสของเชื้อ  

M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv (GenBank accession no. NC_000962) เพ่ือ

หาล าดับเบสที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ด้วยโปรแกรม MegAlign  

 

4.9 การพัฒนาเทคนิค Multiplex Allele-specific recombinase polymerase 
amplification ร่วมกับ Dipstick chromatography (MAS-RPA-DC) 
ท าการพัฒนาเทคนิค MAS-RPA  ร่วมกับการตรวจวัดผลผลิตด้วย Dipstick 

chromatography โดยใช้ DNA ต้นแบบของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 

H37Rv ซึ่งไม่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB และเชื้อ M. tuberculosis ตัวแทนสายพันธุ์คลินิก 3 สาย

พันธุ์ ซึ่งได้รับการยืนยันว่ามีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 หรือ 526 หรือ 531 

เป็นตัวแทนในการพัฒนาในขั้นตอนนี้ และเริ่มพัฒนาจากการเตรียมแผ่นทดสอบ Dipstick 

chromatography ส าหรับใชต้รวจสอบผลผลิตที่เกิดข้ึนจากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม และการ

ทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-RPA ส าหรับใช้เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม 

4.9.1 การเตรียมแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography  
  ออกแบบและสั่งผลิตแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography จากบริษัท 

Tohoku Bio-array จ ากัด ประเทศญี่ปุ่น โดยใช้แผ่นทดสอบขนาด 2.5 x 4.5 mm เป็นแผ่นเมม

เบรนที่มีการติดฉลากด้วยล าดับเบสคู่สมที่จ าเพาะกับล าดับเบสคู่สมของ Tag-linker sequence บน 

Primer ของผลผลิต MAS-RPA บนพื้นผิวของแผ่นทดสอบ ประกอบไปด้วย 1. แถบ IS1081 ซึ่งเป็น

ต าแหน่งที่จ าเพาะต่อผลผลิต MAS-RPA ของยีน IS1081 ของเชื้อ M. tuberculosis และใช้วินิจฉัย

จ าแนกเชื้อ M. tuberculosis ออกจากเชื้อสายพันธุ์อ่ืน และ 2. แถบ rpoB516 rpoB526 และ 

rpoB531 ซึ่งเป็นต าแหน่งที่จ าเพาะต่อผลผลิต MAS-RPA ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 

526 และ 531 และใช้วินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอนดังกล่าวตามล าดับ 
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ในขณะที่บนแผ่นทดสอบแต่ละช่วง มีแถบก าหนดต าแหน่ง (Position marker) ปรากฏอยู่เพ่ือช่วยให้

ง่ายต่อการอ่านผล (รูปที่ 5) 

 

รูปที่ 5 ตัวอย่างจ าลองแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography ส าหรับวินิจฉัยเชื้อ  
M. tuberculosis ที่ดื้อยา Rifampicin 

แถบสีน้ าเงินคือแถบ IS1081 rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 แถบสีชมพูคือแถบก าหนดต าแหน่ง 
แถบสีเหลืองคือบริเวณปลายด้านที่ใช้จุ่มกับผลผลิตจากการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม 

 

 แผ่นทดสอบ Dipstick chromatography ถูกใช้ในขั้นตอนการตรวจสอบผลผลิตของ

ปฏิกิริยา MAS-RPA ที่เกิดขึ้นจากภายหลังเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วย IS1081 primer rpoB516 

primer rpoB526 primer และ rpoB531 primer โดยใช้ DNA ต้นแบบของเชื้อ M. tuberculosis 

สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv และเชื้อ M. tuberculosis ตัวแทนสายพันธุ์คลินิก 3 สายพันธุ์ 

โดยน าผลผลิต MAS-RPA ปริมาตร 2 l ไปเจือจางด้วยน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ โดยให้มีปริมาตรสุทธิ

เท่ากับ 10 l และผสมกับ Dipstick modified developing buffer (บริษัท Tohoku Bio-array 

จ ากัด, ประเทศญี่ปุ่น) ความเข้มข้น 300 mM ปริมาตร 10 l จากนั้นผสม Streptavidin-coated 

blue latex beads (บริษัท Tohoku Bio-array จ ากัด, ประเทศญี่ปุ่น) ปริมาตร 1 l ผสมให้เข้ากัน 

น าแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography จุ่มลงไปในสารละลาย ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 15 นาท ี

และอ่านผลด้วยตาเปล่าโดยสังเกตแถบสีที่ปรากฏขึ้นบนแผ่นทดสอบ อ่านปฏิกิริยาของแถบต่างๆ ที่

จ าเพาะต่อแต่ละยีน หากต าแหน่งใดบนแผ่นทดสอบมีแถบสีฟ้าปรากฏแสดงว่ามีการเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรมของยีนหรือต าแหน่งโคดอนนั้น ในทางตรงกันข้ามหากต าแหน่งใดบนแผ่นทดสอบไม่พบ
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แถบสีฟ้าปรากฏ แสดงว่ายีนหรือต าแหน่งโคดอนดังกล่าวไม่มีการถูกเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม

เนื่องจากไม่พบต าแหน่ง IS1081 ของเชื้อ M. tuberculosis หรือมีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ 

ต าแหน่งโคดอน 516 526 หรือ 531 ตามล าดับ รูปที่ 6 แสดงตัวอย่างการอ่านผลการทดสอบด้วย

เทคนิค MAS-RPA-DC ส าหรบัวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 

531 ของเชื้อ M. tuberculosis 

 

A.         B.   

                                                  
C.                                                               D. 

    
รูปที่ 6 ตัวอย่างการอ่านผลการทดสอบด้วยเทคนิค MAS-RPA-DC ของเชื้อ M. tuberculosis 

ส าหรับวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 
A) ตรวจพบเชื้อ M. tuberculosis ที่ไม่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอนทั้งสาม (เชื้อ

น่าจะไวต่อยา Rifampicin) เนื่องจากแผ่นทดสอบปรากฏแถบสีฟ้าข้ึนครบทุกต าแหน่ง  B) ตรวจพบ
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เชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 (เชื้อน่าจะดื้อต่อยา 

Rifampicin) เนื่องจากแผ่นทดสอบไม่ปรากฏแถบสีฟ้าตรงต าแหน่งโคดอน 516 C) ตรวจพบเชื้อ  

M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 526 (เชื้อน่าจะดื้อต่อยา 

Rifampicin) เนื่องจากแผ่นทดสอบไม่ปรากฏแถบสีฟ้าตรงต าแหน่งโคดอน 526 D) ตรวจพบเชื้อ  

M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 531 (เชื้อน่าจะดื้อต่อยา 

Rifampicin) เนื่องจากแผ่นทดสอบไม่ปรากฏแถบสีฟ้าตรงต าแหน่งโคดอน 531 
 

4.9.2 การทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา Multiplex allele–
specific recombinase polymerase ร่วมกับ Dipstick chromatography 
(MAS-RPA-DC)  

 น า Primer ที่ถูกออกแบบส าหรับปฏิกิริยา RPA ในข้อ 4.7.2 ซึ่งประกอบไปด้วย IS1081 

primer ที่จ าเพาะต่อ IS1081 และ rpoB516 primer rpoB526 primer และ rpoB531 primer ที่

จ าเพาะต่อการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 ตามล าดับ มาใช้ท า

ปฏิกิริยา MAS-RPA โดย Primer ดังกล่าวทั้งหมด สามารถเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของ DNA 

ต้นแบบและวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของโคดอนแต่ละต าแหน่งข้างต้นได้อย่างมีประสิทธิภาพในสภาวะที่

เป็นปฏิกิริยา RPA แบบ Singleplex จากการศึกษาก่อนหน้าของ Singpanomchai และคณะ (14, 

84) 

ในการหาสภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยา  MAS-RPA ใช้ชุดน้ ายา RPA TwistAmp ® Basic 

Kit (บริษัท Twist Dx จ ากัด, สหราชอาณาจักร) (86) ท าปฏิกิริยากับ IS1081 primer rpoB516 

primer rpoB526 primer และ rpoB531 primer โดยใน 1 หลอดปฏิกิริยา ใส่ Primer ทั้งหมด 4 คู่

ในเวลาเดียวกัน และใช้ DNA ต้นแบบของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์ต่อไปนี้เป็นตัวแทนของ

การพัฒนาปฏิกิริยา MAS-RPA ได้แก่ เชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv ซึ่งไม่

มีการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่งใดๆ ของยีน rpoB เป็นตัวควบคุมบวก (หมายถึง Primer สามารถเพ่ิม

ปริมาณสารพันธุกรรมได้) ในขณะที่ใช้เชื้อ M. tuberculosis ตัวแทนสายพันธุ์คลินิก 3 สายพันธุ์ ซ่ึง

ได้รับการยืนยันว่ามีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 หรือ 526 หรือ 531 ด้วย

เทคนิค Sanger DNA sequencing เป็นตัวควบคุมลบ (หมายถึง Primer ไม่สามารถเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรมได้)  
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 เตรียมปฏิกิริยา MAS-RPA ตามข้ันตอนของบริษัทผู้ผลิตน้ ายา (86) ดังนี้ เตรียม Master 

mix ซึ่งประกอบด้วย Tag-linker sequence forward primer ของยีน rpoB 516 rpoB 526 และ 

rpoB 531 ความเข้มข้น 0.12 M ปริมาตรเส้นละ 0.6 l Tag-linker sequence reverse primer 

ของยีน rpoB R’2 ความเข้มข้น 0.36 M ปริมาตรเส้นละ 1.8 l  Tag-linker sequence forward 

primer และ Tag-linker sequence reverse primer ของ IS1081 ความเข้มข้น 0.12 M 

ปริมาตรเส้นละ 0.6 l รวมปริมาตรเท่ากับ 4.8 l ผสมกับ Rehydration buffer 29.5 l เติม 

DNA ต้นแบบที่ความเข้มข้น 40 ng ปริมาตร 1 l จากนั้นเติมน้ ากลั่นปราศจากเชื้อให้ได้ปริมาตร

รวมเท่ากับ 47.5 l เติม Magnesium acetate (MgOAc) ปริมาตร 2.5 l และผสมให้เข้ากันอีก

ครั้ง บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที น าผลผลิต MAS-RPA ไปท าให้บริสุทธิ์ด้วย

ชุด kit Gel/PCR purification ตามข้ันตอนของบริษัทผู้ผลิต น าผลผลิตที่ผ่านการท าให้บริสุทธิ์ 

ปริมาตร 2 l ไปตรวจสอบด้วยแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography และอ่านผลด้วยตาเปล่า

ภายในเวลา 15 นาที  

ในการศึกษาครั้งนี้ได้ทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา MAS-RPA และสภาวะที่

เหมาะสมในการทดสอบด้วยแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography ตามรายละเอียด ต่อไปนี้  

4.9.2.1 การทดสอบหาความเข้มข้นของ DNA ที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา  
เจือจาง DNA ต้นแบบของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv 

ซึ่งเป็นตัวควบคุมบวก ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 30, 40, 50, 60 และ 70 ng น า DNA 

ต้นแบบในแต่ละความเข้มข้น ปริมาตร 1 l มาท าปฏิกิริยาด้วยเทคนิค MAS-RPA โดยใช้ 

Tag-linker sequence forward primer ของแต่ละยีน rpoB ความเข้มข้น 0.12 M 

ปริมาตรเส้นละ 0.6 l Tag-linker sequence reverse primer ของยีน rpoB ความ

เข้มข้น 0.36 M ปริมาตรเส้นละ 1.8 l  Tag-linker sequence forward primer และ 

Tag-linker sequence reverse primer ของ IS1081 ความเข้มข้น 0.12 M ปริมาตรเส้น

ละ 0.6 l รวมปริมาตรเท่ากับ 4.8 l ผสมกับ Rehydration buffer 29.5 l จากนั้นเติม

น้ ากลั่นปราศจากเชื้อให้ได้ปริมาตรรวมเท่ากับ 47.5 l เติม MgOAc ปริมาตร 2.5 l และ

ผสมให้เข้ากันอีกครั้ง บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที โดยใช้น้ ากลั่น

ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ น าผลผลิต MAS-RPA ไปท าให้บริสุทธิ์ด้วยชุด kit Gel/PCR 

purification ตามข้ันตอนของบริษัทผู้ผลิต น าผลผลิตปริมาตร 2 l ไปตรวจสอบด้วยแผ่น
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ทดสอบ Dipstick chromatography โดยเจือจางด้วยน้ ากลั่นปราศจากเชื้อให้มีปริมาตร

สุทธิเทา่กับ 10 l และผสมกับ Dipstick modified developing buffer ความเข้มข้น 

300 mM ปริมาตร 10 l จากนั้นผสม Streptavidin-coated blue latex beads 

ปริมาตร 1 l ผสมให้เข้ากัน น าแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography จุ่มลงใน

สารละลาย ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องภายในระยะเวลา 15 นาที และอ่านผลด้วยตาเปล่าโดย

สังเกตแถบสีที่ปรากฏขึ้นบนแผ่นทดสอบ อ่านปฏิกิริยาของแถบต่างๆ ที่จ าเพาะต่อแต่ละยีน 

เลือกความเข้มข้นของ DNA ต้นแบบที่สามารถสังเกตเห็นแถบของผลผลิตของ IS1081 และ

ยีน rpoB โคดอน 516 526 และ 531 บนแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography ที่ชัด

ที่สุดในแต่ละแถบ  

4.9.2.2 การทดสอบหาความเข้มข้นของ Primer ที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา  
ทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ Primer ในปฏิกิริยา MAS-RPA โดยมี

รายละเอียดความเข้มข้นของ Primer แต่ละชุดดังแสดงในตารางที่ 2  

 

ตารางที่ 2 ตารางแสดงรายละเอียดความเข้มข้นของ Primer แต่ละชุดที่ท าการทดสอบหาความ
เข้มข้นที่เหมาะสม  
ชุด
ที ่

Tag-linker sequence Forward Primer Tag-linker sequence Reverse Primer  

rpoB516 F rpoB526 F rpoB531 F IS1081 F rpoB R’2 IS1081 R  

ความ
เข้มขน้ 
(uM) 

ปริมาตร 
(ul) 

ความ
เข้มขน้ 
(uM) 

ปริมาตร 
(ul) 

ความ
เข้มขน้ 
(uM) 

ปริมาตร 
(ul) 

ความ
เข้มขน้ 
(uM) 

ปริมาตร 
(ul) 

ความ
เข้มขน้ 
(uM) 

ปริมาตร 
(ul) 

ความ
เข้มขน้ 
(uM) 

ปริมาตร 
(ul) 

ปริมาตร
รวม 
(ul) 

1 0.12 0.6 0.10 0.5 0.10 0.5 0.16 0.8 0.17 0.85 0.16 0.8 4.05 

2 0.12 0.6 0.10 0.5 0.10 0.5 0.16 0.8 0.16 0.8 0.16 0.8 4 

3 0.10 0.5 0.08 0.4 0.10 0.5 0.16 0.8 0.17 0.85 0.16 0.8 3.85 

4 0.08 0.4 0.06 0.3 0.10 0.5 0.16 0.8 0.17 0.85 0.16 0.8 3.65 

5 0.04 0.2 0.05 0.2 0.10 0.4 0.16 0.8 0.17 0.85 0.16 0.8 3.25 

6 0.03 0.15 0.05 0.25 0.10 0.5 0.12 0.6 0.17 0.85 0.12 0.6 2.95 

7 0.04 0.2 0.04 0.2 0.10 0.5 0.12 0.6 0.17 0.85 0.12 0.6 2.95 

8 0.04 0.2 0.04 0.2 0.10 0.5 0.10 0.5 0.17 0.85 0.10 0.5 2.75 

9 0.05 0.25 0.05 0.25 0.10 0.5 014 0.7 0.17 0.85 0.14 0.7 3.25 

10 0.04 0.2 0.04 0.2 0.10 0.5 0.15 0.75 0.17 0.85 0.15 0.75 3.25 

11 0.04 0.2 0.04 0.2 0.08 0.4 0.15 0.75 0.17 0.85 0.15 0.75 3.15 

12 0.04 0.2 0.05 0.25 0.10 0.5 0.15 0.75 0.17 0.85 0.15 0.75 3.3 

13 0.03 0.15 0.04 0.2 0.10 0.5 0.15 0.75 0.17 0.85 0.15 0.75 3.2 

14 0.05 0.25 0.07 0.35 0.10 0.5 0.15 0.75 0.17 0.85 0.15 0.75 3.45 
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ท าปฏิกิริยาของ MAS-RPA โดยใช้ DNA ต้นแบบของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์

มาตรฐาน ATCC H37Rv ซึ่งไม่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB และเชื้อ M. tuberculosis ตัวแทนสาย

พันธุ์คลินิก 3 สายพันธุ์ ซึ่งได้รับการยืนยันว่ามีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 

หรือ 526 หรือ 531 โดยใช้ความเข้มข้นของ DNA ต้นแบบตามที่ได้จากการทดสอบในข้อที่ 4.9.2.1 

ปริมาตร 1 l มาทดสอบปฏิกิริยาด้วยเทคนิค MAS-RPA โดยให้ Tag-linker sequence forward 

primer และ Tag-linker sequence reverse primer ของแต่ละยีนมีความเข้มข้นดังแสดงในตาราง

ด้านบน ผสมกับ Rehydration buffer 29.5 l เติมน้ ากลั่นปราศจากเชื้อให้ได้ปริมาตรรวมเท่ากับ 

47.5 l เติม MgOAc ปริมาตร 2.5 l และผสมให้เข้ากันอีกครั้ง บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 30 นาที โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ น าผลผลิต MAS-RPA ไปท าให้

บริสุทธิ์ด้วยชุด kit Gel/PCR purification ตามข้ันตอนของบริษัทผู้ผลิต น าผลผลิตที่ผ่านการท าให้

บริสุทธิ์ปริมาตร 2 l ไปตรวจสอบด้วยแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography โดยเจือจางด้วย

น้ ากลั่นปราศจากเชื้อให้มีปริมาตรสุทธิเท่ากับ 10 l และผสมกับ Dipstick modified developing 

buffer ความเข้มข้น 300 mM ปริมาตร 10 l จากนั้นผสม Streptavidin-coated blue latex 

beads ปริมาตร 1 l ผสมให้เข้ากัน น าแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography จุ่มลงใน

สารละลาย ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องภายในระยะเวลา 15 นาที และอ่านผลทันทีด้วยตาเปล่าเมื่อครบ

เวลา โดยสังเกตแถบสีที่ปรากฏขึ้นบนแผ่นทดสอบ อ่านปฏิกิริยาของแถบต่างๆ ที่จ าเพาะต่อแต่ละยีน 

เลือกชุดความเข้มข้นของ Primer ที่สามารถสังเกตเห็นแถบผลผลิตของ IS1081 และยีน rpoB โค

ดอน 516 526 และ 531  ที่เกิดขึ้นและมีความแตกต่างกันระหว่างเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์

มาตรฐาน ATCC H37Rv ซึ่งไม่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB และเชื้อ M. tuberculosis ตัวแทนสาย

พันธุ์คลินิก 3 สายพันธุ์ ซึ่งได้รับการยืนยันว่ามีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 

หรือ 526 หรือ 531 มาใช้ในการทดสอบขั้นต่อไป 

4.9.2.3 การทดสอบหาระยะเวลาบ่มที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา   
ท าปฏิกิริยาของ MAS-RPA โดยใช้ DNA ต้นแบบที่ได้จากการทดสอบในข้อที่ 

4.9.2.1 ปริมาตร 1 l Tag-linker sequence forward primer และ Tag-linker 

sequence reverse primer ของแต่ละยีนที่ความเข้มข้นที่ให้ผลของปฏิกิริยาชัดที่สุดที่ได้

จากการทดสอบในข้อที่ 4.9.2.2  ผสมกับ Rehydration buffer 29.5 l จากนั้นเติมน้ า

กลั่นปราศจากเชื้อให้ได้ปริมาตรรวมเท่ากับ 47.5 l เติม MgOAc ปริมาตร 2.5 l และ

ผสมให้เข้ากันอีกครั้ง บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่ระยะเวลาต่างๆ ดังนี้ 20 25 30 
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และ 35 นาที โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ น าผลผลิต MAS-RPA ไปท าให้

บริสุทธิ์ด้วยชุด kit Gel/PCR purification ตามข้ันตอนของบริษัทผู้ผลิต น าผลผลิต ทีผ่่าน

การท าให้บริสุทธิ์ปริมาตร 2 l ไปตรวจสอบด้วยแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography 

โดยเจือจางด้วยน้ ากลั่นปราศจากเชื้อให้มีปริมาตรสุทธิเท่ากับ 10 l และผสมกับ Dipstick 

modified developing buffer ความเข้มข้น 300 mM ปริมาตร 10 l จากนั้นผสม 

Streptavidin-coated blue latex beads ปริมาตร 1 l ผสมให้เข้ากัน น าแผ่นทดสอบ 

Dipstick chromatography จุ่มลงในสารละลาย ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องภายในระยะเวลา 

15 นาที และอ่านผลทันทีด้วยตาเปล่าเมื่อครบเวลา โดยสังเกตแถบสีที่ปรากฏขึ้นบนแผ่น

ทดสอบ อ่านปฏิกิริยาของแถบต่างๆ ที่จ าเพาะต่อแต่ละยีน เลือกระยะเวลาการบ่มปฏิกิริยา

ที่สามารถสังเกตเห็นแถบผลผลิตของ IS1081 และยีน rpoB โคดอน 516 526 และ 531  ที่

เกิดข้ึนและมีความแตกต่างกันระหว่างเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 

H37Rv ซึ่งไม่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB และเชื้อ M. tuberculosis ตัวแทนสายพันธุ์

คลินิก 3 สายพันธุ์ ซึ่งได้รับการยืนยันว่ามีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 

516 หรือ 526 หรือ 531 มาใช้ในการทดสอบขั้นต่อไป 

4.9.2.4 การทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ Dipstick modified 
developing buffer ในการตรวจสอบผลผลิต 
ท าปฏิกิริยาของ MAS-RPA โดยใช้ DNA ต้นแบบที่ได้จากการทดสอบในข้อที่ 

4 .9 .2 .1  ป ริ ม า ต ร  1  l Tag-linker sequence forward primer แ ล ะ  Tag-linker 

sequence reverse primer ของแต่ละยีนที่ความเข้มข้นที่ให้ผลของปฏิกิริยาชัดที่สุดที่ได้

จากการทดสอบในข้อที่ 4.9.2.2  ผสมกับ Rehydration buffer 29.5 l จากนั้นเติมน้ า

กลั่นปราศจากเชื้อให้ได้ปริมาตรรวมเท่ากับ 47.5 l เติม MgOAc ปริมาตร 2.5 l และ

ผสมให้เข้ากันอีกครั้ง บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่ระยะเวลาที่ได้จากข้อ 4.9.2.3 โดย

ใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ น าผลผลิต MAS-RPA ไปท าให้บริสุทธิ์ด้วยชุด kit 

Gel/PCR purification ตามขั้นตอนของบริษัทผู้ผลิต น าผลผลิตที่ผ่านการท าให้บริสุทธิ์

ปริมาตร 2 l เจือจางด้วยน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ โดยให้มีปริมาตรสุทธิเท่ากับ 10 l และ

ผสมกั บ  Streptavidin-coated blue latex beads ป ริม าตร  1 l จ ากนั้ น ผสมกั บ 

Dipstick modified developing buffer ที่ความเข้มข้นต่างๆ ตั้งแต่ 0 150 160 180 200 
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220 240 260 280 และ 300 mM ปริมาตร 10 l ผสมให้เข้ากัน น าแผ่นทดสอบ Dipstick 

chromatography จุ่มลงไปในสารละลาย ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องภายในระยะเวลา 15 นาที 

และอ่านผลทันทีด้วยตาเปล่าโดยสังเกตแถบสีที่ปรากฏขึ้นบนแผ่นทดสอบ เลือกความเข้มข้น

ของ Dipstick modified developing buffer ที่เหมาะสมที่สามารถสังเกตเห็นแถบผลผลิต

ของ IS1081 และยีน rpoB โคดอน 516 526 และ 531  ที่เกิดขึ้นและมีความแตกต่างกัน

ระหว่างเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv ซึ่งไม่มีการกลายพันธุ์ของ

ยีน rpoB และเชื้อ M. tuberculosis ตัวแทนสายพันธุ์คลินิก 3 สายพันธุ์ ซึ่งได้รับการยืนยัน

ว่ามีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 หรือ 526 หรือ 531 มาใช้ในการ

ทดสอบข้ันต่อไป 

4.9.2.5 การทดสอบหาปริมาตรที่เหมาะสมของ Streptavidin-coated blue 
latex beads ในการตรวจสอบผลผลิต 
ท าปฏิกิริยาของ MAS-RPA โดยใช้ DNA ต้นแบบที่ได้จากการทดสอบในข้อที่ 

4 .9 .2 .1  ป ริ ม า ต ร  1  l Tag-linker sequence forward primer แ ล ะ  Tag-linker 

sequence reverse primer ของแต่ละยีนที่ความเข้มข้นที่ให้ผลของปฏิกิริยาชัดที่สุดที่ได้

จากการทดสอบในข้อที่ 4.9.2.2  ผสมกับ Rehydration buffer 29.5 l จากนั้นเติมน้ า

กลั่นปราศจากเชื้อให้ได้ปริมาตรรวมเท่ากับ 47.5 l เติม MgOAc ปริมาตร 2.5 l และ

ผสมให้เข้ากันอีกครั้ง บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่ระยะเวลาที่ได้จากข้อ 4.9.2.3 โดย

ใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ น าผลผลิต MAS-RPA ไปท าให้บริสุทธิ์ด้วยชุด kit 

Gel/PCR purification ตามขั้นตอนของบริษัทผู้ผลิต น าผลผลิตที่ผ่านการท าให้บริสุทธิ์

ปริมาตร 2 l ผสมกับน้ ากลั่นปราศจากเชื้อโดยให้มีปริมาตรสุทธิเท่ากับ 10 l และผสมกับ 

Dipstick modified developing buffer ที่ความเข้มข้นที่ได้ในข้อ 4.9.2.4 ปริมาตร 10 l 

จากนั้นผสม Streptavidin-coated blue latex beads ที่ปริมาตรต่างๆ ตั้งแต่ 0.2 0.4 0.6 

0.8 และ 1 l ผสมให้เข้ากัน น าแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography จุ่มลงไปใน

สารละลาย ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องภายในระยะเวลา 15 นาที และอ่านผลทันทีด้วยตาเปล่า

โดยสังเกตแถบสีที่ปรากฏขึ้นบนแผ่นทดสอบ เลือกปริมาตรของ Streptavidin-coated 

blue latex beads ที่เหมาะสมที่สามารถสังเกตเห็นแถบผลผลิตของ IS1081 และยีน rpoB 

โคดอน 516 526 และ 531  ที่เกิดขึ้นและมีความแตกต่างกันระหว่างเชื้อ M. tuberculosis 
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สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv ซึ่ งไม่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB และเชื้อ M. 

tuberculosis ตัวแทนสายพันธุ์คลินิก 3 สายพันธุ์ ซึ่งได้รับการยืนยันว่ามีการกลายพันธุ์ของ

ยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 หรือ 526 หรือ 531 มาใช้ในการทดสอบขั้นต่อไป 

4.9.2.6 การทดสอบหาอัตราส่วนการเจือจางผลผลิตที่เหมาะสม 
ท าปฏิกิริยาของ MAS-RPA โดยใช้ DNA ต้นแบบที่ได้จากการทดสอบในข้อที่ 

4 .9 .2 .1  ป ริ ม า ต ร  1  l Tag-linker sequence forward primer แ ล ะ  Tag-linker 
sequence reverse primer ของแต่ละยีนที่ความเข้มข้นที่ให้ผลของปฏิกิริยาชัดที่สุดที่ได้
จากการทดสอบในข้อที่ 4.9.2.2  ผสมกับ Rehydration buffer 29.5 l จากนั้นเติมน้ า
กลั่นปราศจากเชื้อให้ได้ปริมาตรรวมเท่ากับ 47.5 l เติม MgOAc ปริมาตร 2.5 l และ
ผสมให้เข้ากันอีกครั้ง บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใช้ระยะเวลาที่ได้จากข้อ 4.9.2.3 โดย
ใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ น าผลผลิต MAS-RPA ไปท าให้บริสุทธิ์ด้วยชุด kit 
Gel/PCR purification ตามขั้นตอนของบริษัทผู้ผลิต น าผลผลิตที่ผ่านการท าให้บริสุทธิ์ผสม
น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ ในอัตราส่วน  1:4 1:9 1:11 1:12 1:13 และ 1:14 และผสมกับ 
Dipstick modified developing buffer ที่ความเข้มข้นที่ได้ในข้อ 4.9.2.4 ปริมาตร 10 l 
จากนั้นผสม Streptavidin-coated blue latex beads ที่ปริมาตรที่ได้ในข้อ 4.9.2.5 ผสม
ให้เข้ากัน น าแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography จุ่มลงไปในสารละลาย ตั้งทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้องภายในระยะเวลา 15 นาที และอ่านผลทันทีด้วยตาเปล่าโดยสังเกตแถบสีที่
ปรากฏขึ้นบนแผ่นทดสอบ เลือกปริมาตรของ Streptavidin-coated blue latex beads ที่
เหมาะสมที่สามารถสังเกตเห็นแถบผลผลิตของ IS1081 และยีน rpoB โคดอน 516 526 
และ 531  ที่ เกิดขึ้นและมีความแตกต่างกันระหว่างเชื้อ  M. tuberculosis สายพันธุ์
มาตรฐาน ATCC H37Rv ซึ่งไม่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB และเชื้อ M. tuberculosis 
ตัวแทนสายพันธุ์คลินิก 3 สายพันธุ์ ซึ่งได้รับการยืนยันว่ามีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ 
ต าแหน่งโคดอน 516 หรือ 526 หรือ 531 มาใช้ในการทดสอบขั้นต่อไป 

4.9.2.7 การทดสอบหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา  
ท าปฏิกิริยาของ MAS-RPA โดยใช้ DNA ต้นแบบที่ได้จากการทดสอบในข้อที่ 

4 .9 .2 .1  ป ริ ม า ต ร  1  l Tag-linker sequence forward primer แ ล ะ  Tag-linker 

sequence reverse primer ของแต่ละยีนที่ความเข้มข้นที่ให้ผลของปฏิกิริยาชัดที่สุดที่ได้

จากการทดสอบในข้อที่ 4.9.2.2  ผสมกับ Rehydration buffer 29.5 l จากนั้นเติมน้ า

กลั่นปราศจากเชื้อให้ได้ปริมาตรรวมเท่ากับ 47.5 l เติม MgOAc ปริมาตร 2.5 l และ

ผสมให้เข้ากันอีกครั้ง บ่มที่อุณหภูมิ 35 37 และ 39 องศาเซลเซียส โดยใช้ระยะเวลาที่ได้จาก
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ข้อ 4.9.2.3 โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ น าผลผลิต MAS-RPA ไปท าให้

บริสุทธิ์ด้วยชุด kit Gel/PCR purification ตามขั้นตอนของบริษัทผู้ผลิต น าผลผลิตที่ผ่าน

การท าให้บริสุทธิ์ อัตราส่วนที่ได้ในข้อ 4.9.2.6 ผสมกับ Dipstick modified developing 

buffer ที่ความเข้มข้นที่ได้ในข้อ 4.9.2.4 ปริมาตร 10 l จากนั้นผสม Streptavidin-

coated blue latex beads ที่ปริมาตรที่ได้จากข้อ 4.9.2.5 ผสมให้เข้ากัน น าแผ่นทดสอบ 

Dipstick chromatography จุ่มลงในสารละลาย ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องภายในระยะเวลา 

15 นาที และอ่านผลทันทีด้วยตาเปล่าเมื่อครบเวลา โดยสังเกตแถบสีที่ปรากฏขึ้นบนแผ่น

ทดสอบ อ่านปฏิกิริยาของแถบต่างๆ ที่จ าเพาะต่อแต่ละยีน เลือกระยะเวลาในการบ่ม

ปฏิกิริยาที่สามารถสังเกตเห็นแถบผลผลิตของ IS1081 และยีน rpoB โคดอน 516 526 และ 

531  ที่เกิดขึ้นและมีความแตกต่างกันระหว่างเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน 

ATCC H37Rv ซึ่งไม่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB และเชื้อ M. tuberculosis ตัวแทนสาย

พันธุ์คลินิก 3 สายพันธุ์ ซึ่งได้รับการยืนยันว่ามีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโค

ดอน 516 หรือ 526 หรือ 531 มาใช้ในการทดสอบขั้นต่อไป 

4.9.2.8 การทดสอบหาระยะเวลาจุ่มแผ่นทดสอบท่ีเหมาะสมในการตรวจสอบ
ผลผลิต 
น าผลผลิต MAS-RPA อัตราส่วนที่ได้ในข้อ 4.9.2.6 ผสมกับ Dipstick modified 

developing buffer ที่ ความเข้มข้นที่ ได้ ในข้อ 4.9.2.4 ปริมาตร 10 l จากนั้นผสม 

Streptavidin-coated blue latex beads ที่ปริมาตรที่ได้จากข้อ 4.9.2.5 ผสมให้เข้ากัน 

น าแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography จุ่มลงในสารละลาย ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง

ภายในระยะเวลา 5 10 และ 15 นาที เมื่อครบเวลาดังกล่าวอ่านผลทันทีด้วยตาเปล่าโดย

สังเกตแถบสีที่ปรากฏขึ้นบนแผ่นทดสอบ อ่านปฏิกิริยาของแถบต่างๆ ที่จ าเพาะต่อแต่ละยีน 

เลือกระยะเวลาจุ่มแผ่นทดสอบที่เหมาะสมในการอ่านปฏิกิริยาที่สามารถสังเกตเห็นแถบ

ผลผลิตของ IS1081 และยีน rpoB โคดอน 516 526 และ 531  ที่ เกิดขึ้นและมีความ

แตกต่างกันระหว่างเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv ซึ่งไม่มีการ

กลายพันธุ์ของยีน rpoB และเชื้อ M. tuberculosis ตัวแทนสายพันธุ์คลินิก 3 สายพันธุ์ ซึ่ง

ได้รับการยืนยันว่ามีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 หรือ 526 หรือ 

531 มาใช้ในการทดสอบขั้นต่อไป 
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4.10 การทดสอบความจ าเพาะของเทคนิค MAS-RPA-DC 
น าปฏิกิริยา MAS-RPA-DC ที่พัฒนาได้จากข้างต้นมาทดสอบกับ DNA ต้นแบบของเชื้อ 

Mycobacterium สายพันธุ์อ่ืนที่ไม่ใช่ M. tuberculosis และเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ที่มักพบการก่อ

โรคในระบบทางเดินหายใจ ได้แก่ Mycobacterium bovis, Mycobacterium avium, 

Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium gordonae, Mycobacterium kansasii, 

Pseudomonas aeruginosa, Moraxella cattarrhalis, Streptococcus pneumoniae, 

Streptococcus pyogenes, Klebsiella pneumoniae, Haemophilus influenzae และ 

Acinetobacter baumannii โดยใช้ DNA ต้นแบบที่ความเข้มข้นที่เหมาะสมจากการทดลองในข้อ 

4.9.2.1 ปริมาตร 1 l มาท าปฏิกิริยาด้วยเทคนิค M-RPA โดยให้ Tag-linker sequence forward 

primer ของ IS1081 และแต่ละยีน rpoB516, rpoB526 และ rpoB531 และ Tag-linker 

sequence reverse primer ของ IS1081 และยีน rpoB มีความเข้มข้นและปริมาตรซึ่งได้จากข้อ 

4.9.2.2 จากนั้นผสมกับ Rehydration buffer 29.5 l เติมน้ ากลั่นปราศจากเชื้อให้ได้ปริมาตรรวม

เท่ากับ 47.5 l เติม MgOAc ปริมาตร 2.5 l และผสมให้เข้ากันอีกครั้ง บ่มที่อุณหภูมิที่ได้จากการ

ทดลองในข้อ 4.9.2.7 เป็นระยะเวลาซึ่งได้จากการทดลองในข้อ 4.9.2.3 โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ

เป็นหลอดควบคุมลบ น าผลผลิต MAS-RPA ไปท าให้บริสุทธิ์ด้วยชุด kit Gel/PCR purification ตาม

ขัน้ตอนของบริษัทผู้ผลิต น าผลผลิตที่ผ่านการท าให้บริสุทธิ์ไปตรวจสอบด้วยแผ่นทดสอบ Dipstick 

chromatography โดยเจือจางด้วยน้ ากลั่นปราศจากเชื้อให้มีปริมาตรสุทธิเท่ากับปริมาตรที่ได้จากข้อ 

4.9.2.6 ผสมกับ Dipstick modified developing buffer ความเข้มข้นที่ได้ในข้อ 4.9.2.4 ปริมาตร

รวม 10 l จากนั้นผสม Streptavidin-coated blue latex beads ปริมาตรที่ได้ในข้อ 4.9.2.5 

ผสมให้เข้ากัน น าแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography จุ่มลงในสารละลาย ตั้งทิ้งไวท้ี่

อุณหภูมิห้อง เมื่อครบระยะเวลาจากท่ีท าการทดลองในข้อ 4.9.2.8 อ่านผลทันทีด้วยตาเปล่าโดย

สังเกตแถบสีที่ปรากฏขึ้นบนแผ่นทดสอบ อ่านปฏิกิริยาของแถบต่างๆ ที่จ าเพาะต่อแต่ละยีน  

 

4.11 การทดสอบหาความเข้มข้นที่น้อยท่ีสุด (Limit of detection; LOD) ของ DNA 
ต้นแบบท่ีสามารถตรวจสอบได้ด้วยเทคนิค MAS-RPA-DC  
เจือจาง DNA ต้นแบบของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv และเชื้อ 

M. tuberculosis ตัวแทนสายพันธุ์คลินิก 3 สายพันธุ์ ซึ่งได้รับการยืนยันว่ามีการกลายพันธุ์ของยีน 
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rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 หรือ 526 หรือ 531 ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 40 30 20 10 1 0.1 

และ 0.01 ng ปริมาตร 1 l มาท าปฏิกิริยาด้วยเทคนิค MAS-RPA โดยให้ Tag-linker sequence 

forward primer ของ IS1081 และแต่ละยีนของ rpoB516, rpoB526 และ rpoB531 และ Tag-

linker sequence reverse primer ของ IS1081 และยีน rpoB มีความเข้มข้นและปริมาตรซึ่งได้

จากข้อ 4.9.2.2 ผสมกับ Rehydration buffer 29.5 l เติมน้ ากลั่นปราศจากเชื้อให้ได้ปริมาตรรวม

เท่ากับ 47.5 l เติม MgOAc ปริมาตร 2.5 l และผสมให้เข้ากันอีกครั้ง บ่มที่อุณหภูมิที่ได้จากการ

ทดลองในข้อ 4.9.2.7 เป็นระยะเวลาซึ่งได้จากการทดลองในข้อ 4.9.2.3 โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ

เป็นหลอดควบคุมลบ น าผลผลิต M-RPA ไปท าให้บริสุทธิ์ด้วยชุด kit Gel/PCR purification ตาม

ขั้นตอนของบริษัทผู้ผลิต น าผลผลิตที่ผ่านการท าให้บริสุทธิ์ไปตรวจสอบด้วยแผ่นทดสอบ Dipstick 

chromatography โดยเจือจางด้วยน้ ากลั่นปราศจากเชื้อให้มีปริมาตรสุทธิเท่ากับปริมาตรที่ได้จากข้อ 

4.9.2.6 ผสมกับ Dipstick modified developing buffer ความเข้มข้นที่ได้ในข้อ 4.9.2.4 ปริมาตร

รวม 10 l จากนั้นผสม Streptavidin-coated blue latex beads ปริมาตรที่ได้ในข้อ 4.9.2.5 

ผสมให้เข้ากัน น าแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography จุ่มลงในสารละลาย ตั้งทิ้งไวท้ี่

อุณหภูมิห้อง เมื่อครบระยะเวลาจากท่ีท าการทดลองในข้อ 4.9.2.8 อ่านผลทันทีด้วยตาเปล่าโดย

สังเกตแถบสีที่ปรากฏขึ้นบนแผ่นทดสอบ อ่านปฏิกิริยาของแถบต่างๆ ที่จ าเพาะต่อแต่ละยีน เลือก

ความเข้มข้นทีน่้อยที่สุดที่สามารถสังเกตเห็นแถบผลผลิตของ IS1081 และยีน rpoB โคดอน 516 

526 และ 531  ที่เกิดขึ้นและมีความแตกต่างกันระหว่างเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน 

ATCC H37Rv ซึ่งไม่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB และเชื้อ M. tuberculosis ตัวแทนสายพันธุ์คลินิก 

3 สายพันธุ์ ซึ่งได้รับการยืนยันว่ามีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 หรือ 526 

หรือ 531 มาใช้ในการทดสอบขั้นต่อไป 

 

4.12 การวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 ของ
เชื้อ M. tuberculosis ด้วยเทคนิค MAS-RPA-DC  
น า DNA ต้นแบบที่สกัดได้ในการทดสอบขั้นตอน 4.5 จากเชื้อ M. tuberculosis ที่เพาะแยก

ได้จากสิ่งส่งตรวจเหลือใช้ จากห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์ โรงพยาบาลรามาธิบดี 

มหาวิทยาลัยมหิดล รวมจ านวนทั้งสิ้น 141 ตัวอย่าง มาท าการวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ 

ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 ของเชื้อ M. tuberculosis ด้วยเทคนิค MAS-RPA-DC โดยใช้
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สภาวะที่พัฒนาได้จากการทดสอบข้อที่ 4.9.2 ภายหลังเสร็จสิ้นปฏิกิริยา น าผลผลิตไปท าให้บริสุทธิ์

ด้วยชุด kit Gel/PCR purification ตามข้ันตอนของบริษัทผู้ผลิต น าผลผลิต MAS-RPA ที่ผ่านการท า

ให้บริสุทธิ์ตรวจสอบด้วยแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography โดยเจือจางด้วยน้ ากลั่นปราศจาก

เชื้อ จากนั้นผสมกับ Dipstick modified developing buffer และ Streptavidin-coated blue 

latex beads ตามรายละเอียดที่พัฒนาได้จากการทดสอบข้อที่ 4.9.2.6 4.9.2.4 และ 4.9.2.5 

ตามล าดับ น าแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography จุ่มลงในสารละลาย ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 

ภายในระยะเวลาตามข้ันตอนข้อที่ 4.9.2.8 อ่านผลทันทีด้วยตาเปล่าโดยสังเกตแถบสีที่ปรากฏขึ้นบน

แผ่นทดสอบ อ่านปฏิกิริยาของแถบต่างๆ ที่จ าเพาะต่อแต่ละยีน ในการทดสอบแต่ละครั้งใช้ DNA 

ต้นแบบของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวกของเชื้อสาย

ปกติ และใช้ DNA ต้นแบบของเชื้อ M. tuberculosis ตัวแทนสายพันธุ์คลินิก 3 สายพันธุ์ ซึ่งได้รับ

การยืนยันว่ามีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 หรือ 526 หรือ 531 เป็นตัว

ควบคุมบวกของเชื้อที่มีการกลายพันธุ์ และใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวแทนควบคุมลบ 

 

4.13 การค านวณหาความไว (Sensitivity) ความจ าเพาะ (Specificity) ค่าท านาย
ผลบวก (Positive predictive value) ค่าท านายผลลบ (Negative predictive value) 
และค่าความสอดคล้องจากสถิติ Kappa ของเทคนิค MAS-RPA-DC 
ผลการตรวจวินิจฉัยหาการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 

ด้วยเทคนิค MAS-RPA-DC ของเชื้อ M. tuberculosis จ านวนทั้งหมด 141 ตัวอย่าง ถูกน ามา

เปรียบเทียบกับเทคนิค Sanger DNA sequencing ซ่ึงเป็นวิธีมาตรฐานทางจีโนไทป์ เพ่ือค านวณหา

ความไว ความจ าเพาะ ค่าท านายผลบวก และค่าท านายผลลบ โดยมีวิธีการค านวณดังแสดงในตาราง

ที ่3 

นอกจากนี้ เชื้อ M. tuberculosis จ านวน 125 ตัวอย่าง ซึ่งได้จากห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา 

คณะแพทยศาสตร์ โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล และห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา Osaka 

Prefectural Institute of Public Health โอซาก้า ประเทศญี่ปุ่น ซึ่งมีผลการทดสอบความไวต่อยา 

Rifampicin ได้ถูกน าผลการทดสอบความไวต่อยาด้วยวิธีทางฟีโนไทป์ มาเปรียบเทียบผลการตรวจ

วินิจฉัยหาการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 ด้วยเทคนิค MAS-
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RPA-DC และเทคนิค Sanger DNA sequencing เพ่ือค านวณหาความไว ความจ าเพาะ ค่าท านาย

ผลบวก และค่าท านายผลลบ โดยมีวิธีการค านวณดังแสดงในตารางที่ 4 และ 5 

 

ตารางที่ 3 ความสัมพันธ์ของเทคนิค MAS-RPA-DC ที่พัฒนาขึ้น เปรียบเทียบกับผลการทดสอบด้วย
เทคนิค DNA sequencing ของเชื้อ M. tuberculosis จ านวน 141 ตัวอย่าง 
 พบการกลายพนัธุ์เมื่อตรวจด้วย

เทคนิค DNA sequencing  

ไม่พบการกลายพันธุ์เมื่อตรวจด้วย

เทคนิค DNA sequencing  

พบการกลายพนัธุ์เมื่อตรวจด้วย

เทคนิค MAS-RPA-DC 

 

ผลบวกจริง (a) 

 

ผลบวกปลอม (b) 

ไม่พบการกลายพันธุ์เมื่อตรวจ

ด้วยเทคนิค M-RPA-DC 

 

ผลลบปลอม (c) 

 

ผลลบจริง (d) 

 

 

ตารางที่ 4 ความสัมพันธ์ของเทคนิค MAS-RPA-DC ที่พัฒนาขึ้น เปรียบเทียบกับผลการทดสอบด้วย
เทคนิค BACTEC MGIT 960 ของเชื้อ M. tuberculosis จ านวน 125 ตัวอย่าง 
 เชื้อดื้อต่อยาเมื่อตรวจด้วยเทคนิค 

BACTEC MGIT 960  

เชื้อไวต่อยาเมื่อตรวจด้วย เทคนคิ 

BACTEC MGIT 960 

พบการกลายพนัธุ์เมื่อตรวจด้วย

เทคนิค MAS-RPA-DC 

 

ผลบวกจริง (a) 

 

ผลบวกปลอม (b) 

ไม่พบการกลายพันธุ์เมื่อตรวจด้วย

เทคนิค MAS-RPA-DC 

 

ผลลบปลอม (c) 

 

ผลลบจริง (d) 

 
 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 56 

ตารางที่ 5 ความสัมพันธ์ของผลการทดสอบด้วยเทคนิค DNA sequencing เมื่อเปรียบเทียบกับ
เทคนิค BACTEC MGIT 960 ของเชื้อ M. tuberculosis จ านวน 125 ตัวอย่าง 
 เชื้อดื้อต่อยาเมื่อตรวจด้วยเทคนิค 

BACTEC MGIT 960  

เชื้อไวต่อยาเมื่อตรวจด้วย เทคนคิ 

BACTEC MGIT 960 

พบการกลายพนัธุ์เมื่อตรวจด้วย

เทคนิค DNA sequencing 

 

ผลบวกจริง (a) 

 

ผลบวกปลอม (b) 

ไม่พบการกลายพันธุ์เมื่อตรวจด้วย

เทคนิค DNA sequencing 

 

ผลลบปลอม (c) 

 

ผลลบจริง (d) 

 

ความไวของการทดสอบ    = a/(a+c)  

ความจ าเพาะของการทดสอบ   = d/(b+d)  

ค่าท านายผลบวก    = a/(a+b)  

ค่าท านายผลลบ     = d/(c+d) 

 

4.13.1 การประเมินค่าความสอดคล้องระหว่างผลการทดสอบด้วยสถิติ Kappa 
วิเคราะห์ค่าความสอดคล้องระหว่างผลการทดสอบจากเทคนิค MAS-RPA-DC เปรียบเทียบ

กับเทคนิค DNA sequencing ของเชื้อ M. tuberculosis จ านวน 141 ตัวอย่าง ผลการทดสอบจาก

เทคนิค MAS-RPA-DC เปรียบเทียบกับผลการทดสอบด้วยเทคนิค BACTEC MGIT 960 ของเชื้อ  

M. tuberculosis จ านวน 125 ตัวอย่าง และ ผลการทดสอบจากเทคนิค DNA sequencing เมื่อ

เปรียบเทียบกับเทคนิค BACTEC MGIT 960 ของเชื้อ M. tuberculosis จ านวน 125 ตัวอย่าง ด้วย

สถิติ Kappa โดยก าหนดค่าความเชื่อมั่นที่ 95% และระดับนัยส าคัญ α = 0.05 โดยใช้โปรแกรม 

GraphPad ค านวณ (https://www.graphpad.com/quickcalcs/kappa1/)  

 

 

 

https://www.graphpad.com/quickcalcs/kappa1/
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 ตารางที่ 6 ตารางแสดงตัวอย่างของผลการทดสอบที่แตกต่างกัน 2 วิธี 
 

วิธีการทดสอบที่ 2 
วิธีการทดสอบที่ 1 ผลรวม 

ผลการทดสอบบวก ผลการทดสอบลบ 

ผลการทดสอบบวก n1 n2 r1 
ผลการทดสอบลบ n3 n4 r2 

ผลรวม c1 c2 n 

 

สูตรที่ใช้ส าหรับการค านวณค่าสถิติ Kappa (87) 

𝐾 =  
𝑃0 − 𝑃𝑒

1 − 𝑃𝑒
 

โดยที่ P0 หมายถึงค่าความสอดคล้องที่สังเกตได้จริง ค านวณได้จาก 𝑃0 =
𝑛1+𝑛4

𝑛
 

 Pe หมายถึงโอกาสที่จะสอดคล้องกัน ค านวณได้จาก   𝑃𝑒 =
𝑟1𝑐1+𝑟2𝑐2

𝑛2  

ค่า K ที่ค านวณได้จะมีค่าระหว่าง 0-1 น าค่า K ไปเปรียบเทียบกับการแปลผลความสอดคล้องกันทาง

สถิติ Kappa ตามตารางท่ี 7 (87) 

ตารางที่ 7 การแปลผลความสอดคล้องกันทางสถิติ Kappa ตามแนวทางของ Cohen   

ค่าสถิติ Kappa การแปลผลระดับความสอดคล้อง 

น้อยกว่าหรือเท่ากับ 0 อยู่ในเกณฑ์ที่ไม่มีความสอดคล้องกัน (No agreement) 
0.01-0.20 อยู่ในเกณฑ์ที่มีความสอดคล้องกันเล็กน้อย (None to slight) 

0.21-0.40 อยู่ในเกณฑ์ที่มีความสอดคล้องกันพอใช้ (Fair) 

0.41-0.60 อยู่ในเกณฑ์ที่มีความสอดคล้องกันปานกลาง (Moderate) 
0.61-0.80 อยู่ในเกณฑ์ที่มีความสอดคล้องกันดี (Substantial) 

0.81-1.00 อยู่ในเกณฑ์ที่มีความสอดคล้องกันดีมาก (Almost perfect) 
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บทที่ 4  
ผลการด าเนินการวิจัย 

 
1.    ผลการทดสอบความไวต่อยา Rifampicin ด้วยวิธีทางฟีโนไทป์ของเชื้อตัวอย่างที่ถูก
น ามาใช้ในการศึกษา  
 เชื้อ M. tuberculosis ที่ถูกน ามาสกัด DNA เพ่ือใช้ในการศึกษาครั้งนี้ เป็นเชื้อที่เพาะแยกได้

จากสิ่งส่งตรวจเหลือใช้ (Leftover specimen) ของผู้ป่วยที่ไม่ซ้ ากัน จ านวนทั้งสิ้น  141  ตัวอย่าง 

แบ่งเป็นเชื้อที่มีผลทดสอบความไวต่อยา Rifampicin ด้วยเทคนิค BACTECTM MGIT 960 จ านวน 

125 ตัวอย่าง (จากห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์ โรงพยาบาลรามาธิบดี 

มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย 99 ตัวอย่าง และจากห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา 

Osaka Prefectural Institute of Public Health โอซาก้า ประเทศญี่ปุ่น จ านวน 26 ตัวอย่าง) และ

เชื้อที่ไม่มีผลทดสอบความไวต่อยาด้วยวิธีทางฟีโนไทป์ จ านวน 16 ตัวอย่าง  

 ผลการทดสอบความไวต่อยา Rifampicin ด้วยวิธีทางฟีโนไทป์ของเชื้อ M. tuberculosis 

จ านวน 125 ตัวอย่าง พบว่าเป็นเชื้อที่ไวต่อยาจ านวน 36 ตัวอย่าง (คิดเป็น 28.8%) และเป็นเชื้อที่ดื้อ

ต่อยา Rifmapicin รวมทั้งหมด 89 ตัวอย่าง ประกอบไปด้วย เชื้อที่ดื้อยา Rifampicin เพียงชนิดเดียว 

(Rifampicin-resistant TB, RR-TB) จ านวน 6 ตัวอย่าง (คิดเป็น 6.74 % จาก 89 ตัวอย่าง) เชื้อที่ดื้อ

ต่อยาต้านเชื้อวัณโรคหลายขนานหรือ Multidrug-resistant TB (MDR-TB) จ านวน 69 ตัวอย่าง (คิด

เป็น 77.53 %จาก 89 ตัวอย่าง) และเชื้อดื้อต่อยาต้านเชื้อวัณโรคหลายขนานชนิดรุนแรงมาก หรือ 

Extensively drug-resistant TB (XDR-TB) จ านวน 14 ตัวอย่าง (คิดเป็น 15.73 %จาก 89 

ตัวอย่าง) ดังแสดงในรูปที่ 7  

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 59 

 

รูปที่ 7 ผลการทดสอบความไวต่อยา Rifampicin ด้วยวิธีทางฟีโนไทป์ของเชื้อ M. tuberculosis 
 

2. ผลการวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน rpoB ด้วยเทคนิค Sanger DNA Sequencing 
 2.1 ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน rpoB ด้วยเทคนิค PCR 

ภายหลังน า DNA  ของเชื้อ M. tuberculosis จ านวน 141 ตัวอย่าง มาเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรมของยีน rpoB บริเวณ RRDRs ตั้งแต่ต าแหน่งโคดอน 459 ถึง 604 ได้ผลผลิตขนาด 440 

bp ดังแสดงในรูปที่ 8 

 

 
รูปที่ 8 การตรวจสอบผลผลิต PCR จากการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน rpoB ของเชื้อ  

M. tuberculosis  บน Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 1.5 % 
แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 คู่เบส แถว 1 คือ DNA ของเชื้อ M. tuberculosis 
สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก แถวที่ 2 ถึง 8 คือ DNA ของเชื้อ  
M. tuberculosis สายพันธุ์คลินิก พบแถบของผลผลิตของยีน rpoB มีขนาด 440 bp และ
แถว 9 คือ น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ เป็นตัวควบคุมลบ  
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 2.2 ผลการวิเคราะห์ล าดับเบสของผลผลิต PCR 
 เมื่อน าล าดับเบสของผลผลิต PCR ของยีน rpoB ขนาด 440 bp ข้างต้น ของเชื้อ  

M. tuberculosis จ านวนทั้งสิ้น 141 ตัวอย่าง มาเปรียบเทียบกับล าดับเบสของเชื้อ  

M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv ดว้ยโปรแกรม MegAlign ผลการวิเคราะห์

รูปแบบของการกลายพันธุ์ที่พบแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม กลุ่มแรกคือผลการวิเคราะห์จาก DNA จ านวน 

125 ตัวอย่าง ที่มาจากเชื้อที่มีผลทดสอบความไวต่อยา Rifampicin ด้วยวิธีฟีโนไทป์ โดยเชื้อที่ไวต่อ

ยา Rifampicin จ านวน 36 ตัวอย่าง ไม่พบการกลายพันธุ์ของยีน rpoB จ านวน 34 ตัวอย่าง และพบ

การกลายพันธุ์ของยีน rpoB จ านวน 2 ตัวอย่าง ประกอบด้วย เชื้อที่มีการกลายพันธุ์ 1 ต าแหน่งที่โค

ดอน 511 จ านวน 1 ตัวอย่าง และเชื้อท่ีมีการกลายพันธุ์ 4 ต าแหน่งร่วมกัน ได้แก่ โคดอน 490, 494, 

517 และ 527 จ านวน 1 ตัวอย่าง ในขณะที่เชื้อที่ดื้อต่อยา Rifampicin จ านวน 89 ตัวอย่าง ไม่พบ

การกลายพันธุ์ของยีน rpoB จ านวน 6 ตัวอย่าง และพบการกลายพันธุ์ของยีน rpoB จ านวน 83 

ตัวอย่าง ประกอบด้วยเชื้อที่มีการกลายพันธุ์ 1 ต าแหน่ง จ านวน 78 ตัวอย่าง ได้แก่ เชื้อที่มีการกลาย

พันธุ์ที่โคดอน 531 จ านวน 47 ตัวอย่าง ที่โคดอน 526 จ านวน 19 ตัวอย่าง ที่โคดอน 516 จ านวน 7 

ตัวอย่าง ที่โคดอน 513 จ านวน 1 ตัวอย่าง ที่โคดอน 522 จ านวน 2 ตัวอย่าง และโคดอน 533 

จ านวน 2 ตัวอย่าง เชื้อที่มีการกลายพันธุ์ 2 ต าแหน่งร่วมกัน จ านวน 3 ตัวอย่าง ได้แก่ เชื้อที่มีการ

กลายพันธุ์ที่โคดอน 511 ร่วมกับ 562 จ านวน 1 ตัวอย่าง ที่โคดอน 512 ร่วมกับ 519 จ านวน 1 

ตัวอย่าง และที่โคดอน 515 ร่วมกับ 516 จ านวน 1 ตัวอย่าง และเชื้อที่มีการกลายพันธุ์ 4 ต าแหน่ง

ร่วมกัน ได้แก่ โคดอน 509, 510, 511 และ 512 จ านวน 2 ตัวอย่าง 

กลุ่มท่ีสองคือผลการวิเคราะห์ล าดับเบสของ DNA จ านวน 16 ตัวอย่าง ที่มาจากเชื้อที่ไม่มี

ผลทดสอบความไวต่อยา Rifampicin ด้วยวิธีทางฟีโนไทป์ ไม่พบการกลายพันธุ์ของยีน rpoB จ านวน 

3 ตัวอย่าง และพบการกลายพันธุ์ของยีน rpoB จ านวน 13 ตัวอย่าง ประกอบด้วยเชื้อที่มีการกลาย

พันธุ์ 1 ต าแหน่ง จ านวน 12 ตัวอย่าง ได้แก่ เชื้อที่มีการกลายพันธุ์ที่โคดอน 531 จ านวน 9 ตัวอย่าง 

ที่โคดอน 526 จ านวน 1 ตัวอย่าง โคดอน 516 จ านวน 1 ตัวอย่าง และที่โคดอน 513 จ านวน 1 

ตัวอย่าง และเชื้อที่มีการกลายพันธุ์ 3 ต าแหน่งร่วมกัน ได้แก่ โคดอน 527 ร่วมกับ 533 และ 556 

จ านวน 1 ตัวอย่าง (ตารางที่ 8)  
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ตารางที่ 8 สรุปรูปแบบการกลายพันธุ์ที่พบบนล าดับเบสของยีน rpoB ด้วยเทคนิค Sanger DNA 
sequencing 

โคดอนที่พบการกลาย

พันธุ์ยีน rpoB 

นิวคลีโอไทด์ที่

เปลี่ยนแปลงไป 

(Substitution) 

กรดอะมิโนที่เปลี่ยนแปลงไป 

เช้ือที่ดื้อต่อ

ยา 

Rifampicin 

(N=89) 

เช้ือที่ไวต่อยา 

Rifampicin 

(N=36) 

รวม 

(ตัวอยา่ง) 

1. M. tuberculosis ที่ทราบผลความไวต่อยา Rifampicin (125 ตัวอยา่ง) 

1.1 ไม่พบการกลายพันธุ ์ - - 6 34 40 

1.2 พบการกลายพันธุ์ 1 ต าแหน่ง 

-โคดอน 531 

ไม่สามารถระบุได้ 

TCG → TTG 

TCG → TGG 

TCG → TTT 

TCG → CAG 

Serine (S) → Leucine (L) 

Serine (S) → Leucine (L) 

Serine (S) → Tryptophan (W) 

Serine (S) → Phenylalanine (F) 

Serine (S) → Glutamine (Q) 

10 

33 

2 

1 

1 

- 47 

-โคดอน 526 

ไม่สามารถระบุได้ 

 

CAC → TAC 

CAC → GAC 

CAC → CGC 

CAC → TGC 

Histidine (H) → Aspartate (D) 

Histidine (H) → Serine (S) 

Histidine (H) → Tyrosine (Y) 

Histidine (H) → Aspartate (D) 

Histidine (H) → Arginine (R) 

Histidine (H) → Cysteine (C) 

1 

1 

9 

4 

3 

1 

- 19 

-โคดอน 516 

ไม่สามารถระบุได้ 

 

GAC → GTC 

Aspartate (D) → Glycine (G) 

Aspartate (D) → Valine (V) 

Aspartate (D) → Valine (V) 

1 

5 

1 

- 7 

-โคดอน 511 CTG → CCG Leucine (L) → Proline (P) - 1 1 

-โคดอน 513 ไม่สามารถระบุได้ Glutamine (Q) → Proline (P) 1 - 1 

-โคดอน 522 ไม่สามารถระบุได้ Serine (S) → Leucine (L) 1 - 2 
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TCG → CAG Serine (S) → Glutamine (Q) 1 

-โคดอน 533 
ไม่สามารถระบุได้ 

CTG → CCG 

Lucine (L) → Proline (P) 

Lucine (L) → Proline (P) 

1 

1 
- 2 

1.3 พบการกลายพันธุ์ 2 ต าแหน่งร่วมกนั 

-โคดอน 511 และ 562  ไม่สามารถระบุได้ 
Lucine (L) → Proline (P) และ

Glutamine (Q) → Alanine (A) 
1 - 1 

-โคดอน 512 และ 519 
AGC → GGC 

AAC → AAA 

Serine (S) → Glycine (G) และ 

Asparagine (N) → Lysine (K) 
1 - 1 

-โคดอน 515 และ 516 

ATG → ATC 

 

GAC → TAC 

Methionine (M) → Isoleucine (I) และ 

Aspartate (D) → Tyrosine (Y) 
1 - 1 

1.4 พบการกลายพันธุ์ 4 ต าแหน่งร่วมกนั 

-โคดอน 509, 510, 511 

และ 512 

AGC → 

TG(GAT)*C 

CAG → CAC 

CTG → CAG 

AGC → ATC 

Serine (S) → Tryptophan (W), 

Isoleucine (I) 

Glutamine (Q) → Histidine (H) 

Leucine (L) → Glutamine (Q) 

Serine (S) → Isoleucine (I) 

2 - 2 

-โคดอน 490, 494, 517 

และ 527 

CAG → CAT 

AAC → ATC 

CAG → CAA 

AAG → AAC 

Glutamine (Q) → Histidine (H) 

Asparagine (N) → Isoleucine (I) 

Glutamine (Q) → Glutamine (Q) 

Lysine (K) → Asparagine (N) 

- 1 1 

รวมตัวอยา่งที่ทราบผลความไวตอ่ยา Rifampicin ด้วยวิธฟีีโนไทป ์ 89 36 125 

2. M. tuberculosis ที่ไม่ทราบผลความไวต่อยา Rifampicin (16 ตัวอย่าง) 

2.1 ไม่พบการกลายพันธุ ์ - - 3 

2.2 พบการกลายพันธุ ์

 1 ต าแหน่ง 
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-โคดอน 531 TCG → TTG Serine (S) → Leucine (L) - - 9 

-โคดอน 526 CAC → GAC Histidine (H) → Aspartate (D) - - 1 

-โคดอน 516 GAC → GTC Aspartate (D) → Valine (V) - - 1 

-โคดอน 513 CAA → AAA Glutamine (Q) → Lysine (K) - - 1 

2.3 พบการกลายพันธุ์ 3 ต าแหน่งร่วมกนั 

-โคดอน 527, 533 และ 

556 

AAG → AAA 

CTG → CCG 

GGC → GGA 

Lysine → Lysine (K) 

Lucine (L) → Proline (P)  

Glysine (G) → Glysine (G) 

- - 1 

รวมตัวอยา่งที่ไม่ทราบผลความไวต่อยา Rifampicin ด้วยวิธีฟโีนไทป ์ - - 16 

รวมทั้งหมด (ตัวอย่าง) 141 

 หมายเหตุ * = นิวคลีโอไทด์ที่มีการเปลี่ยนแปลงแบบแทรกเพ่ิม (Insertion) 

   

 การกลายพันธุ์ของยีน rpoB ที่พบและสัมพันธ์กับการดื้อยา Rifampicin ในเชื้อ  

M. tuberculosis จ านวน 125 ตัวอย่าง ที่ทราบผลการทดสอบความไวต่อยา Rifampicin ด้วยวิธี

ทางฟีโนไทป์ ส่วนใหญ่มีสาเหตุมาจากการเปลี่ยนแปลงของนิวคลีโอไทด์เพียงหนึ่งต าแหน่งด้วยการ

แทนที่ (Substitution) มีเพียงเชื้อจ านวน 2 ตัวอย่างที่เกิดการกลายพันธุ์จากการเปลี่ยนแปลงของ 

นิวคลีโอไทด์ด้วยการเพิ่มขึ้น (Insertion) ซึ่งเกิด ณ ต าแหน่งโคดอน 509 โดยต าแหน่งโคดอนที่พบว่า

มีการกลายพันธุ์มากท่ีสุด 3 อันดับแรกในเชื้อที่ดื้อยา Rifampicin จ านวน 89 ตัวอย่างคือโคดอน 531 

จ านวน 47 ตัวอย่าง (52.8 %) โคดอน 526 จ านวน 19 ตัวอย่าง (21.3 %) โคดอน 516 จ านวน 7 

ตัวอย่าง (7.9 %) ในขณะที่ต าแหน่งโคดอนอ่ืนที่พบว่าสัมพันธ์กับการดื้อยา Rifampicin แต่พบใน

อัตราความชุกที่ต่ า ได้แก่ โคดอน 513 โคดอน 515 โคดอน 516 โคดอน 519 และโคดอน 562 

จ านวนโคดอนละ 1 ตัวอย่าง (โคดอนละ 1.1 %) โคดอน 509 โคดอน 510 โคดอน 522 และโคดอน 

533 จ านวนโคดอนละ 2 ตัวอย่าง (โคดอนละ 2.2 %) และโคดอน 511 และโคดอน 512 จ านวนโค

ดอนละ 3 ตัวอย่าง (โคดอนละ 3.4 %) 

 การศึกษาครั้งนี้ยังพบต าแหน่งการกลายพันธุ์ที่ยังไม่เคยมีรายงานมาก่อน ได้แก่ โคดอน 490 

โคดอน 494 และโคดอน 517 ที่พบในเชื้อที่ไวต่อยา Rifampicin โคดอน 527 ที่พบทั้งในเชื้อที่ไวต่อ
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ยาและเชื้อที่ไม่ทราบผลความไวต่อยา Rifampicin และโคดอน 556 ที่พบในเชื้อที่ไม่ทราบผลความไว

ต่อยา Rifampicin 

 

        3. การพัฒนาเทคนิค Multiplex Allele-specific recombinase polymerase 
amplification ร่วมกับ Dipstick chromatography (MAS-RPA-DC) 
 ภายหลังน า IS1081 primer rpoB516 primer rpoB526 primer และ rpoB531 primer 

มาท าปฏิกิริยา MAS-RPA โดยใน 1 หลอดปฏิกิริยา ใส่ Primer ทั้งหมด 4 คู ่และใช้สภาวะมาตรฐาน

เบื้องต้นตามค าแนะน าของบริษัทผู้ผลิตน้ ายา ประกอบด้วย Tag-linker sequence forward 

primer ของยีน rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 ความเข้มข้น 0.24 M Tag-linker sequence 

reverse primer ของยีน rpoB R’2 ความเข้มข้น 0.24 M Tag-linker sequence forward 

primer และ Tag-linker sequence reverse primer ของ IS1081 ความเข้มข้น 0.12 M ผสมกับ 

DNA ต้นแบบของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv และเชื้อ M. 

tuberculosis ตัวแทนสายพันธุ์คลินิก 3 สายพันธุ์ ซึ่งได้รับการยืนยันว่ามีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB 

ณ ต าแหน่งโคดอน 516 หรือ 526 หรือ 531 ที่ความเข้มข้น 20 ng บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 15 นาที เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2 % 

สามารถสังเกตเห็นผลผลิตของ IS1081 ยีน rpoB 516 ยีน rpoB 526 และยีน rpoB 531 ซึ่งมีขนาด 

173 297 266 และ 250 bp ตามล าดับ ซึ่งเกิดจากการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม แต่ไม่สามารถ

จ าแนกการกลายพันธุ์ได้ เนื่องจากต าแหน่งของผลผลิตบนเจลแยกออกจากกันไม่ชัดเจน (รูปที่ 9 )  
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รูปที่ 9 การตรวจสอบผลผลิต MAS-RPA ด้วย IS1081 primer rpoB516 primer rpoB526 primer 
และ rpoB531 primer ที่จ าเพาะต่อเชื้อ  M. tuberculosis บน Agarose gel electrophoresis 

ความเข้มข้น 2 % 
แถว L แสดง DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 คือ DNA ของเชื้อ M. tuberculosis 

สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวกที่ไม่มีการกลายพันธุ์ แถวที่ 2-4 คือ 

DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ทีม่ีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 

526 และ 531 ตามล าดับ แถวที่ 5 คือ น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ  

 

ดังนั้น เพ่ือให้ปฏิกิริยา MAS-RPA สามารถเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมและจ าแนกการกลาย

พันธุ์ได้อย่างชัดเจน จึงทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมต่างๆ ในการท าปฏิกิริยา และใช้ DNA ต้นแบบ

ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวกที่ไม่มีการกลาย

พันธุ์ (หมายถึง Primer สามารถเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมได้) และเชื้อ M. tuberculosis ตัวแทน

สายพันธุ์คลินิก 3 สายพันธุ์ ซึ่งได้รับการยืนยันว่ามีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 

516 หรือ 526 หรือ 531 ด้วยเทคนิค Sanger DNA sequencing เป็นตัวควบคุมลบของแต่ละโค

ดอน (หมายถึง Primer ไม่สามารถเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมได้) และเรียกว่า Mutant 516 Mutant 

526 และ Mutant 531 (MT516 MT526 และ MT531) ตามล าดับ รายละเอียดผลการทดสอบ

สภาวะต่างๆ ดังอธิบายด้านล่าง 

 

 3.1 ผลการทดสอบหาความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา 
เมื่อทดสอบกับ DNA ต้นแบบเฉพาะของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 

H37Rv ที่เป็นตัวแทนบวก เพ่ือประเมินความเข้มข้นของ DNA ที่สามารถเป็นต้นแบบให้กับปฏิกิริยา 
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MAS-RPA ในการเพ่ิมปริมาณยีนเป้าหมายต าแหน่งต่างๆ ได้ทุกต าแหน่ง การทดสอบใช้ความเข้มข้น 

DNA เทา่กับ 30 40 50 60 และ 70 ng และใช้ Tag-linker sequence forward primer และ Tag-

linker sequence reverse primer ของ IS1081 ความเข้มข้น 0.12 M Tag-linker sequence 

forward primer ของแต่ละยีน rpoB ความเข้มข้น 0.12 M Tag-linker sequence reverse 

primer ของยีน rpoB ความเข้มข้น 0.36 M ภายหลังบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

20 นาที และตรวจสอบด้วยแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography โดยเจือจางผลผลิต MAS-RPA 

ด้วยน้ ากลั่นปราศจากเชื้อให้มีปริมาตรสุทธิเท่ากับ 10 l และผสมกับ Dipstick modified 

developing buffer ความเข้มข้น 300 mM ปริมาตร 10 l จากนั้นผสม Streptavidin-coated 

blue latex beads ปริมาตร 1 l ผสมให้เข้ากัน น าแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography จุ่ม

ลงในสารละลาย ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องภายในระยะเวลา 15 นาที พบว่าที่ DNA ความเข้มข้น 40 ng 

สามารถสังเกตเห็นแถบผลผลิตครบทั้ง 4 ต าแหน่ง ได้แก่ ต าแหน่งของ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB 

526 และ rpoB531 และมีความชัดของแถบยีนใกล้เคียงกันทุกต าแหน่ง ความเข้มข้น 30 ng พบแถบ

ผลผลิตเข้มเฉพาะบางแถบ ความเข้มข้น 50 60 และ 70 ng พบแถบผลผลิตบางแถบหายไป อย่างไร

ก็ตามที่ตัวควบคุมลบยังคงพบแถบผลผลิตของยีน rpoB516 ซึ่งเป็นผลบวกปลอม (รูปที่ 10) ดังนั้นจึง

เลือกใช้ DNA ที่ความเข้มข้น 40 ng ร่วมกับการปรับความเข้มข้น Primer เพ่ือให้มีความเหมาะสม

และลดการเกิดผลบวกปลอมในขั้นตอนต่อไป  

 

รูปที่ 10 การตรวจสอบผลผลิต MAS-RPA บนแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography เมื่อทดสอบ
กับ DNA ต้นแบบความเข้มข้นต่างกัน 

ได้แก่ความเข้มข้นที่ 30 40 50 60 และ 70 ng โดยแถบ IS1081 เป็นแถบที่จ าเพาะต่อผลผลิตของ 
IS1081 ของเชื้อ M. tuberculosis และแถบ rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 เป็นแถบที่จ าเพาะ

ต่อผลผลิตของยีน rpoB ที่ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 ของเชื้อ M. tuberculosis 
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ตามล าดับ แถบที่ 1-5 คือ DNA ความเข้มข้น 30 40 50 60 และ 70 ng ตามล าดับ ของเชื้อ  
M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก แถบที่ 6 คือ น้ ากลั่น

ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ  
 

3.2 ผลการทดสอบหาความเข้มข้นของ Primer ที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา 
จากผลการทดสอบความเข้มข้น DNA ที่เหมาะสมเท่ากับ 40 ng จ าเป็นต้องปรับความเข้มข้น

ของ Primer แต่ละคู่ เพ่ือให้เกิดผลบวกของแต่ละยีนที่ชัดเจนใกล้เคียงกัน และลดผลบวกปลอมที่

แถบผลผลิตของตัวควบคุมลบ จึงได้ปรับเพ่ิมความเข้มข้น Primer ส าหรับคู่ที่พบแถบผลผลิตบาง 

และลดความเข้ม Primer ส าหรับคู่ที่พบผลบวกปลอมบนแถบผลผลิต โดยประเมินผลจาก DNA 

ต้นแบบของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก  และเชื้อ 

M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 หรือ 526 หรือ 531 

ภายหลังบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และได้ใช้ผลการตรวจสอบผลผลิตจาก

แผ่นทดสอบ Dipstick chromatography เท่านั้น โดยเจือจางผลผลิต MAS-RPA ด้วยน้ ากลั่น

ปราศจากเชื้อให้มีปริมาตรสุทธิเท่ากับ 10 l และผสมกับ Dipstick modified developing buffer 

ความเข้มข้น 300 mM ปริมาตร 10 l จากนั้นผสม Streptavidin-coated blue latex beads 

ปริมาตร 1 l ผสมให้เข้ากัน น าแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography จุ่มลงในสารละลาย ตั้ง

ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องภายในระยะเวลา 15 นาที ซึ่งมีรายละเอียดผลการทดสอบความเข้มข้น Primer 

ที่เหมาะสมดังแสดงด้านล่าง 

3.2.1 Primer ชุดที่ 1 

ผลของปฏิกิริยา MAS-RPA ที่เกิดจากการใช้ Primer ชุดที่ 1 ซึ่งมีความเข้มข้นของ 
Tag-linker sequence forward primer ของยีน rpoB516, 526 และ 531 เท่ากับ 0.12 0.10 และ 
0.10 M ตามล าดับ Tag-linker sequence reverse primer ของยีน rpoB ความเข้มข้น 0.17 
M Tag-linker sequence forward primer และ Tag-linker sequence reverse primer ของ 
IS1081 ความเข้มข้น 0.16 M เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography 
ได้ผลดังนี้ (รูปที่ 11) 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบ
ผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 
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- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
516 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ 
rpoB531 
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
526 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 (แถบจาง) 
และ rpoB531 
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
531 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 และ rpoB526 แต่ไม่
พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่ง ยีน rpoB531 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่ง
ดังกล่าว 
- ตัวควบคุมลบ พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 (แถบจาง) ยีน rpoB516 
และ rpoB526 (แถบจาง) 

 
ดังนั้นในขั้นตอนต่อไปจึงพิจารณาลดความเข้มข้นของ Tag-linker sequence reverse 

primer ของยีน rpoB ลงเพ่ือลดผลบวกปลอมที่เกิดขึ้นของยีน rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 
ในตัวควบคุม MT516 MT526 และ MT531 ตามล าดับ และตัวควบคุมลบ  

 

 

รูปที่ 11 การตรวจสอบผลผลิต MAS-RPA เมื่อใช้ Primer ชุดที่ 1 
ซึ่งมีความเข้มข้นของ Tag-linker sequence forward primer ของยีน rpoB516, 526 

และ 531 เท่ากับ 0.12 0.10 และ 0.10 M ตามล าดับ Tag-linker sequence reverse 

primer ของยีน rpoB ความเข้มข้น 0.17 M Tag-linker sequence forward primer 
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และ Tag-linker sequence reverse primer ของ IS1081 ความเข้มข้น 0.16 M บน

แผ่นทดสอบ Dipstick chromatography แถบที่ 1 คือ DNA ของเชื้อ M. tuberculosis 

สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก แถบที่ 2-4 คือ DNA ของเชื้อ M. 

tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 

ตามล าดับ แถบที่ 5 คือ น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ  

 

3.2.2 Primer ชุดที่ 2 

ผลของปฏิกิริยา MAS-RPA ที่เกิดจากการใช้ Primer ชุดที่ 2 ซึ่งมีความเข้มข้นของ Tag-

linker sequence forward primer ของยีน rpoB516, 526 และ 531 เท่ากับ 0.12 0.10 และ 

0.10 M ตามล าดับ Tag-linker sequence reverse primer ของยีน rpoB ความเข้มข้น 0.16 

M Tag-linker sequence forward primer และ Tag-linker sequence reverse primer ของ 

IS1081 ความเข้มข้น 0.16 M เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography 

ได้ผลดังนี้ (รูปที่ 12) 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบ
ผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
516 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ 
rpoB531 (แถบจาง) 
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
526 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ 
rpoB531 (แถบจาง) 
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
531 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 และ rpoB526 แต่ไม่
พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB531 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่ง
ดังกล่าว 
- ตัวควบคุมลบ พบแถบผลผลิต 2 ต าแหน่ง ได้แก่ ยีน rpoB516 และ rpoB526  

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 70 

ดังนั้นในขั้นตอนต่อไปจึงพิจารณาลดความเข้มข้นของ rpoB516 primer และ rpoB526  

primer ลง เพ่ือลดผลบวกปลอมของ Primer ดังกล่าว เนื่องจากยังคงพบแถบผลผลิตของยีน 

rpoB516 และ rpoB526 ที่กลายพันธุ์ในตัวควบคุม MT516 และ MT526 ตามล าดับ และตัวควบคุม

ลบ 
 

 

รูปที่ 12 การตรวจสอบผลผลิต MAS-RPA เมื่อใช้ Primer ชุดที่ 2 
ซึ่งมีความเข้มข้นของ Tag-linker sequence forward primer ของยีน rpoB516, 526 

และ 531 เท่ากับ 0.12 0.10 และ 0.10 M ตามล าดับ Tag-linker sequence reverse 

primer ของยีน rpoB ความเข้มข้น 0.16 M Tag-linker sequence forward primer 

และ Tag-linker sequence reverse primer ของยีน IS1081 ความเข้มข้น 0.16 M บน

แผ่นทดสอบ Dipstick chromatography แถบที่ 1 คือ DNA ของเชื้อ M. tuberculosis 

สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก แถบที่  2-4 คือ DNA ของเชื้อ  

M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 

ตามล าดับ แถบที่ 5 คือ น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ 

 

3.2.3 Primer ชุดที่ 3 

ผลของปฏิกิริยา MAS-RPA ที่เกิดจากการใช้ Primer ชุดที่ 3 ซึ่งมีความเข้มข้นของ Tag-

linker sequence forward primer ของยีน rpoB516, 526 และ 531 เท่ากับ 0.10 0.08 และ 

0.10 M ตามล าดับ Tag-linker sequence reverse primer ของยีน rpoB ความเข้มข้น 0.17 
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M Tag-linker sequence forward primer และ Tag-linker sequence reverse primer ของ

ยี น  IS1081 ค วาม เข้ ม ข้ น  0 .1 6 M เมื่ อ ต รวจสอบ ผล ผลิ ต ด้ วยแผ่ น ท ด สอบ  Dipstick 

chromatography ได้ผลดังนี้ (รูปที่ 13) 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบ
ผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
516 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ 
rpoB531 
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
526 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ 
rpoB531 (แถบจาง) 
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
531 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 rpoB516 และ rpoB526 แต่ไม่พบ
แถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB531 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่งดังกล่าว 
- ตัวควบคุมลบ พบแถบผลผลิต 2 ต าแหน่ง ได้แก่ ยีน rpoB516 และ rpoB526 
  

ดังนั้นในขั้นตอนต่อไปจึงพิจารณาลดความเข้มข้นของ rpoB516 primer และ rpoB526  

primer ลง เพ่ือลดผลบวกปลอมของ Primer ดังกล่าว เนื่องจากยังคงพบแถบผลผลิตของยีน 

rpoB516 และ rpoB526 ที่กลายพันธุ์ในตัวควบคุม MT516 และ MT526 ตามล าดับ และตัวควบคุม

ลบ 

 

รูปที่ 13 การตรวจสอบผลผลิต MAS-RPA เมื่อใช้ Primer ชุดที่ 3 
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ซึ่งมีความเข้มข้นของ Tag-linker sequence forward primer ของยีน rpoB 516, 526 

และ 531 เท่ากับ 0.10 0.08 และ 0.10 M ตามล าดับ Tag-linker sequence reverse 

primer ของยีน rpoB ความเข้มข้น 0.17 M Tag-linker sequence forward primer 

และ Tag-linker sequence reverse primer ของยีน IS1081 ความเข้มข้น 0.16 M บน

แผ่นทดสอบ Dipstick chromatography แถบที่ 1 คือ DNA ของเชื้อ M. tuberculosis 

สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก แถบที่  2-4 คือ DNA ของเชื้อ  

M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 

ตามล าดับ แถบที่ 5 คือ น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ 

 

3.2.4 Primer ชุดที่ 4 

ผลของปฏิกิริยา MAS-RPA ที่เกิดจากการใช้ Primer ชุดที่ 4 ซึ่งมีความเข้มข้นของ Tag-

linker sequence forward primer ของยีน rpoB 516, 526 และ 531 เท่ากับ 0.08 0.06 และ 

0.10 M ตามล าดับ Tag-linker sequence reverse primer ของยีน rpoB ความเข้มข้น 0.17 

M Tag-linker sequence forward primer และ Tag-linker sequence reverse primer ของ

ยี น  IS1081 ค วาม เข้ ม ข้ น  0 .1 6 M เมื่ อ ต รวจสอบ ผล ผลิ ต ด้ วยแผ่ น ท ด สอบ  Dipstick 

chromatography ได้ผลดังนี้ (รูปที่ 14) 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบ
ผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
516 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ 
rpoB531 
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
526 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 (แถบจาง) 
และ rpoB531 
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
531 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 และ rpoB526 แต่ไม่
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พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่ง ยีน rpoB531 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่ง
ดังกล่าว 
- ตัวควบคุมลบ พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ ยีน IS1081 (แถบจาง) rpoB516 
และ rpoB526  

ดังนั้นในขั้นตอนต่อไปจึงพิจารณาลดความเข้มข้นของ rpoB516 primer และ rpoB526  

primer ลง เพ่ือลดผลบวกปลอมของ Primer ดังกล่าว เนื่องจากยังคงพบแถบผลผลิตของยีน 

rpoB516 และ rpoB526 ที่กลายพันธุ์ในตัวควบคุม MT516 และ MT526 ตามล าดับ และตัวควบคุม

ลบ 

 

รูปที่ 14 การตรวจสอบผลผลิต MAS-RPA เมื่อใช้ Primer ชุดที่ 4 
ซึ่งมีความเข้มข้นของ Tag-linker sequence forward primer ของยีน rpoB 516, 526 

และ 531 เท่ากับ 0.08 0.06 และ 0.10 M ตามล าดับ Tag-linker sequence reverse 

primer ของยีน rpoB ความเข้มข้น 0.17 M Tag-linker sequence forward primer 

และ Tag-linker sequence reverse primer ของ IS1081 ความเข้มข้น 0.16 M บน

แผ่นทดสอบ Dipstick chromatography แถบที่ 1 คือ DNA ของเชื้อ M. tuberculosis 

สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก แถบที่  2-4 คือ DNA ของเชื้อ  

M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 

ตามล าดับ แถบที่ 5 คือ น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ 
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3.2.5 Primer ชุดที่ 5 

ผลของปฏิกิริยา MAS-RPA ที่เกิดจากการใช้ Primer ชุดที่ 5 ซึ่งมีความเข้มข้นของ Tag-

linker sequence forward primer ของยีน rpoB 516, 526 และ 531 เท่ากับ 0.04, 0.05 และ 

0.10 M ตามล าดับ Tag-linker sequence reverse primer ของยีน rpoB ความเข้มข้น 0.17 

M Tag-linker sequence forward primer และ Tag-linker sequence reverse primer ของ 

IS1081 ความเข้มข้น 0.16 M เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography 

ได้ผลดังนี้ (รูปที่ 15) 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบ
ผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
516 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 (แถบจาง) rpoB526 
และ rpoB531 
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
526 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 และ rpoB531 แต่ไม่
พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB526 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่ง
ดังกล่าว 
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
531 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 และ rpoB526 แต่ไม่
พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB531 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่ง
ดังกล่าว 
- ตัวควบคุมลบ พบแถบผลผลิต 2 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 และ ยีน rpoB516  

   (แถบจาง) 
 

ดังนั้นในขั้นตอนต่อไปจึงพิจารณาลดความเข้มข้นของ rpoB516 primer และ IS1081  

primer ลง เพ่ือลดผลบวกปลอมของ Primer ดังกล่าว เนื่องจากยังคงพบแถบผลผลิตของยีน 

rpoB516 ที่กลายพันธุ์ และ IS1081 ในตัวควบคุม MT516 และตัวควบคุมลบ 
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รูปที่ 15 การตรวจสอบผลผลิต MAS-RPA เมื่อใช้ Primer ชุดที่ 5 
ซึ่งมีความเข้มข้นของ Tag-linker sequence forward primer ของยีน rpoB516, 526 

และ 531 เท่ากับ 0.04 0.05 และ 0.10 M ตามล าดับ Tag-linker sequence reverse 

primer ของยีน rpoB ความเข้มข้น 0.17 M Tag-linker sequence forward primer 

และ Tag-linker sequence reverse primer ของ IS1081 ความเข้มข้น 0.16 M บน

แผ่นทดสอบ Dipstick chromatography แถบที่ 1 คือ DNA ของเชื้อ M. tuberculosis 

สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก แถบที่ 2-4 คือ DNA ของเชื้อ M. 

tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 

ตามล าดับ แถบที่ 5 คือ น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ 

 

3.2.6 Primer ชุดที่ 6 

ผลของปฏิกิริยา MAS-RPA ที่เกิดจากการใช้ Primer ชุดที่ 6 ซึ่งมีความเข้มข้นของ Tag-

linker sequence forward primer ของยีน rpoB516, 526 และ 531 เท่ากับ 0.03 0.05 และ 

0.10 M ตามล าดับ Tag-linker sequence reverse primer ของยีน rpoB ความเข้มข้น 0.17 

M Tag-linker sequence forward primer และ Tag-linker sequence reverse primer ของ

ยี น  IS1081 ค วาม เข้ ม ข้ น  0 .1 2 M เมื่ อ ต รวจสอบ ผล ผลิ ต ด้ วยแผ่ น ท ด สอบ  Dipstick 

chromatography ได้ผลดังนี้ (รูปที่ 16) 
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- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบ
ผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 (แถบจาง) rpoB526 และ 
rpoB531  
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
516 พบแถบผลผลิต 2 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 และ ยีน rpoB531 
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
526 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081  ยีนrpoB516 (แถบจาง) rpoB526 
(แถบจาง) และ rpoB531  
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
531 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่  IS1081 ยีน rpoB516 (แถบจาง) และ 
rpoB526 แต่ไม่พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB531 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ 
ณ ต าแหน่งดังกล่าว 
- ตัวควบคุมลบ พบแถบผลผลิต 1 ต าแหน่ง ได้แก่  IS1081  
 

ดังนั้นในขั้นตอนต่อไปจึงพิจารณาเพ่ิมความเข้มข้นของ rpoB516 primer เพ่ือเพ่ิมความเข้ม
ของแถบผลผลิตยีนดังกล่าว และลดความเข้มข้นของ rpoB526  primer ลง เพ่ือลดผลบวกปลอม
ของ Primer ดังกล่าว เนื่องจากยังคงพบแถบผลผลิตของยีน rpoB526 ที่กลายพันธุ์ ในตัวควบคุม 
MT526  

 

รูปที่ 16 การตรวจสอบผลผลิต MAS-RPA เมื่อใช้ Primer ชุดที่ 6 
ซึ่งมีความเข้มข้นของ Tag-linker sequence forward primer ของยีน rpoB516, 526 

และ 531 เท่ากับ 0.03 0.05 และ 0.10 M ตามล าดับ Tag-linker sequence reverse 
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primer ของยีน rpoB ความเข้มข้น 0.17 M Tag-linker sequence forward primer 

และ Tag-linker sequence reverse primer ของ IS1081 ความเข้มข้น 0.12 M บน

แผ่นทดสอบ Dipstick chromatography แถบที่ 1 คือ DNA ของเชื้อ M. tuberculosis 

สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก แถบที่ 2-4 คือ DNA ของเชื้อ M. 

tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 

ตามล าดับ แถบที่ 5 คือ น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ 

 

3.2.7 Primer ชุดที่ 7 

ผลของปฏิกิริยา MAS-RPA ที่เกิดจากการใช้ Primer ชุดที่ 7 ซึ่งมีความเข้มข้นของ Tag-

linker sequence forward primer ของยีน rpoB 516, 526 และ 531 เท่ากับ 0.04 0.04 และ 

0.10 M ตามล าดับ Tag-linker sequence reverse primer ของยีน rpoB ความเข้มข้น 0.17 

M Tag-linker sequence forward primer และ Tag-linker sequence reverse primer ของ

ยี น  IS1081 ค วาม เข้ ม ข้ น  0 .1 2 M เมื่ อ ต รวจสอบ ผลผลิ ตด้ วย แผ่ น ท ดสอบ  Dipstick 

chromatography ได้ผลดังนี้ (รูปที่ 17) 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบ
ผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 (แถบจาง) rpoB526 (แถบจาง) 
และ rpoB531  
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
516 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 (แถบจาง) rpoB526 
(แถบจาง) และ rpoB531 
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
526 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 และ rpoB531 แต่ไม่
พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB 526 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่ง
ดังกล่าว 
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
531 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ 
rpoB531 (แถบจาง)  
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- ตัวควบคุมลบ พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 และ 
rpoB531 (แถบจาง) 
 

ดังนั้นในขั้นตอนต่อไปจึงพิจารณาลดความเข้มข้นของ IS1081 primer ลง เพ่ือลดผลบวก
ปลอมของ Primer ดังกล่าว เนื่องจากยังคงพบแถบผลผลิตของ IS1081 ในตัวควบคุมลบ 

  

  

รูปที่ 17 การตรวจสอบผลผลิต MAS-RPA เมื่อใช้ Primer ชุดที่ 7 
ซึ่งมีความเข้มข้นของ Tag-linker sequence forward primer ของยีน rpoB516, 526 

และ 531 เท่ากับ 0.04 0.04 และ 0.10 M ตามล าดับ Tag-linker sequence reverse 

primer ของยีน rpoB ความเข้มข้น 0.17 M Tag-linker sequence forward primer 

และ Tag-linker sequence reverse primer ของ IS1081 ความเข้มข้น 0.12 M บน

แผ่นทดสอบ Dipstick chromatography แถบที่ 1 คือ DNA ของเชื้อ M. tuberculosis 

สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก แถบที่ 2-4 คือ DNA ของเชื้อ M. 

tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 

ตามล าดับ แถบที่ 5 คือ น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ 

 

3.2.8 Primer ชุดที่ 8 

ผลของปฏิกิริยา MAS-RPA ที่เกิดจากการใช้ Primer ชุดที่ 8 ซึ่งมีความเข้มข้นของ Tag-

linker sequence forward primer ของยีน rpoB 516, 526 และ 531 เท่ากับ 0.04 0.04 และ 
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0.10 M ตามล าดับ Tag-linker sequence reverse primer ของยีน rpoB ความเข้มข้น 0.17 

M Tag-linker sequence forward primer และ Tag-linker sequence reverse primer ของ 

IS1081 ความเข้มข้น 0.10 M เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography 

ได้ผลดังนี้ (รูปที่ 18) 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบ
ผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
516 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ 
rpoB531 
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
526 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 และ rpoB531 แต่ไม่
พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB526 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่ง
ดังกล่าว 
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
531 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ 
rpoB531 (แถบจาง) 
- ตัวควบคุมลบ พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 
และ rpoB531 (แถบจาง) 
 

ดังนั้นในขั้นตอนต่อไปจึงพิจารณาเพ่ิมความเข้มข้นของ rpoB516 primer rpoB526  
primer และ IS1081 primer ปรับให้ความเข้มข้น Primer ดังกล่าวสมดุลในปฏิกิริยา เนื่องจากพบว่า
หาก Primer บางเส้นมีความเข้มข้นน้อยเกินไป อาจส่งผลให้ Primer คู่อ่ืนเกิดผลปลวกปลอมได้ 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 80 

 

รูปที่ 18 การตรวจสอบผลผลิต MAS-RPA เมื่อใช้ Primer ชุดที่ 8 
ซึ่งมีความเข้มข้นของ Tag-linker sequence forward primer ของยีน rpoB516, 526 

และ 531 เท่ากับ 0.04 0.04 และ 0.10 M ตามล าดับ Tag-linker sequence reverse 

primer ของยีน rpoB ความเข้มข้น 0.17 M Tag-linker sequence forward primer 

และ Tag-linker sequence reverse primer ของ IS1081 ความเข้มข้น 0.10 M บน

แผ่นทดสอบ Dipstick chromatography แถบที่ 1 คือ DNA ของเชื้อ M. tuberculosis 

สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก แถบที่ 2-4 คือ DNA ของเชื้อ M. 

tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 

ตามล าดับ แถบที่ 5 คือ น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ 

 

3.2.9 Primer ชุดที่ 9 

ผลของปฏิกิริยา MAS-RPA ที่เกิดจากการใช้ Primer ชุดที่ 9 ซึ่งมีความเข้มข้นของ Tag-

linker sequence forward primer ของยีน rpoB 516, 526 และ 531 เท่ากับ 0.05 0.05 และ 

0.10 M ตามล าดับ Tag-linker sequence reverse primer ของยีน rpoB ความเข้มข้น 0.17 

M Tag-linker sequence forward primer และ Tag-linker sequence reverse primer ของ 

IS1081 ความเข้มข้น 0.14 M เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography 

ได้ผลดังนี้ (รูปที่ 19) 
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- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบ
ผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
516 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 (แถบจาง) rpoB526 
(แถบจาง) และ rpoB531 
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
526 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 และ rpoB531 แต่ไม่
พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB526 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่ง
ดังกล่าว 
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
531 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 และ rpoB526 แต่ไม่
พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB531 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่ง
ดังกล่าว 
- ตัวควบคุมลบ พบแถบผลผลิต 1 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 (แถบจาง) 

 
ดังนั้นในขั้นตอนต่อไปจึงพิจารณาลดความเข้มข้นของ rpoB516  primer ลง เพ่ือลดผลบวก

ปลอมของ Primer ดังกล่าว เนื่องจากยังคงพบแถบผลผลิตของยีน rpoB516 ที่กลายพันธุ์ในตัว
ควบคุม MT516 พร้อมกับเพ่ิมความเข้มข้นของ IS1081 primer และลดความเข้มข้น rpoB526  
primer ลง เพ่ือปรับให้ความเข้มข้น Primer ให้สมดุลในปฏิกิริยา  
 

 

 

รูปที่ 19 การตรวจสอบผลผลิต MAS-RPA เมื่อใช้ Primer ชุดที่ 9 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 82 

ซึ่งมีความเข้มข้นของ Tag-linker sequence forward primer ของยีน rpoB 516 526 

และ 531 เท่ากับ 0.05 0.05 และ 0.10 M ตามล าดับ Tag-linker sequence reverse 

primer ของยีน rpoB ความเข้มข้น 0.17 M Tag-linker sequence forward primer 

และ Tag-linker sequence reverse primer ของ IS1081 ความเข้มข้น 0.14 M บน

แผ่นทดสอบ Dipstick chromatography แถบที่ 1 คือ DNA ของเชื้อ M. tuberculosis 

สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก แถบที่  2-4 คือ DNA ของเชื้อ  

M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 

ตามล าดับ แถบที่ 5 คือ น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ 

 

3.2.10 Primer ชุดที่ 10 

ผลของปฏิกิริยา MAS-RPA ที่เกิดจากการใช้ Primer ชุดที่ 10 ซึ่งมีความเข้มข้นของ Tag-

linker sequence forward primer ของยีน rpoB 516 526 และ 531 เท่ากับ 0.04 0.04 และ 

0.10 M ตามล าดับ Tag-linker sequence reverse primer ของยีน rpoB ความเข้มข้น 0.17 

M Tag-linker sequence forward primer และ Tag-linker sequence reverse primer ของ 

IS1081 ความเข้มข้น 0.15 M เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography 

ได้ผลดังนี้ (รูปที่ 20) 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบ
ผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 (แถบจาง) และ 
rpoB531  
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
516 พบแถบผลผลิต 2 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 และ rpoB531 
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
526 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 rpoB516 และ rpoB531 แต่ไม่พบ
แถบผลผลิตที่ต าแหน่ง rpoB526 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่งดังกล่าว 
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
531 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 rpoB516 rpoB526 และ 
rpoB531 (แถบจาง) 
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- ตัวควบคุมลบ ไม่พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่ง  
 

ดังนั้นในขั้นตอนต่อไปจึงพิจารณาลดความเข้มข้นของ rpoB531  primer ลง เพ่ือลดผลบวก
ปลอมของ Primer ดังกล่าว เนื่องจากยังคงพบแถบผลผลิตของยีน rpoB531 ที่กลายพันธุ์ ในตัว
ควบคุม MT531  
 

  

รูปที่ 20 การตรวจสอบผลผลิต MAS-RPA เมื่อใช้ Primer ชุดที่ 10 
ซึ่งมีความเข้มข้นของ Tag-linker sequence forward primer ของยีน rpoB 516 526 

และ 531 เท่ากับ 0.04 0.04 และ 0.10 M ตามล าดับ Tag-linker sequence reverse 

primer ของยีน rpoB ความเข้มข้น 0.17 M Tag-linker sequence forward primer 

และ Tag-linker sequence reverse primer ของ IS1081 ความเข้มข้น 0.15 M บน

แผ่นทดสอบ Dipstick chromatography แถบที่ 1 คือ DNA ของเชื้อ M. tuberculosis 

สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก แถบที่  2-4 คือ DNA ของเชื้อ  

M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 

ตามล าดับ แถบที่ 5 คือ น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ 
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3.2.11 Primer ชุดที่ 11 

ผลของปฏิกิริยา MAS-RPA ที่เกิดจากการใช้ Primer ชุดที่ 11 ซึ่งมีความเข้มข้นของ Tag-

linker sequence forward primer ของยีน rpoB 516 526 และ 531 เท่ากับ 0.04 0.04 และ 

0.08 M ตามล าดับ Tag-linker sequence reverse primer ของยีน rpoB ความเข้มข้น 0.17 

M Tag-linker sequence forward primer และ Tag-linker sequence reverse primer ของ

ยี น  IS1081 ค วาม เข้ ม ข้ น  0 .1 5 M เมื่ อ ต รวจสอบ ผล ผลิ ต ด้ วยแผ่ น ท ด สอบ  Dipstick 

chromatography ได้ผลดังนี้ (รปูที่ 21) 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบ
ผลผลิต 2 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 และ ยีน rpoB531 
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
516 พบแถบผลผลิต 2 ต าแหน่ง ได้แก่ ยีน IS1081 และ rpoB531 (แถบจาง) 
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
526 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 (แถบจาง) 
และ rpoB531 
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
531 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 และ rpoB526 แต่ไม่
พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB531 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่ง
ดังกล่าว 
- ตัวควบคุมลบ ไม่พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่ง  
 

ดังนั้นในขั้นตอนต่อไปจึงพิจารณาเพ่ิมความเข้มข้นของ rpoB526 primer และ rpoB531  
primer เพ่ือเพ่ิมความเข้มของแถบผลผลิตยีนดังกล่าว  
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รูปที่ 21 การตรวจสอบผลผลิต MAS-RPA เมื่อใช้ Primer ชุดที่ 11 
ซึ่งมีความเข้มข้นของ Tag-linker sequence forward primer ของยีน rpoB 516 526 

และ 531 เท่ากับ 0.04 0.04 และ 0.08 M ตามล าดับ Tag-linker sequence reverse 

primer ของยีน rpoB ความเข้มข้น 0.17 M Tag-linker sequence forward primer 

และ Tag-linker sequence reverse primer ของยี IS1081 ความเข้มข้น 0.15 M บน

แผ่นทดสอบ Dipstick chromatography แถบที่ 1 คือ DNA ของเชื้อ M. tuberculosis 

สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก แถบที่  2-4 คือ DNA ของเชื้อ  

M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 

ตามล าดับ แถบที่ 5 คือ น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ 

 

3.2.12 Primer ชุดที่ 12 

ผลของปฏิกิริยา MAS-RPA ที่เกิดจากการใช้ Primer ชุดที่ 12 ซึ่งมีความเข้มข้นของ Tag-

linker sequence forward primer ของยีน rpoB 516 526 และ 531 เท่ากับ 0.04 0.05 และ 

0.10 M ตามล าดับ Tag-linker sequence reverse primer ของยีน rpoB ความเข้มข้น 0.17 

M Tag-linker sequence forward primer และ Tag-linker sequence reverse primer ของ

ยี น  IS1081 ค วาม เข้ ม ข้ น  0 .1 5 M เมื่ อ ต รวจสอบ ผล ผลิ ต ด้ วยแผ่ น ท ด สอบ  Dipstick 

chromatography ได้ผลดังนี้ (รูปที่ 22) 
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- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบ
ผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 (แถบจาง) rpoB526 และ 
rpoB531 
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
516 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB526 (แถบจาง) และ 
rpoB531 แต่ไม่พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB516 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ 
ณ ต าแหน่งดังกล่าว 
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
526 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 และ rpoB531 แต่ไม่
พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB526 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่ง
ดังกล่าว 
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
531 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 และ rpoB526 แต่ไม่
พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB 531 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่ง
ดังกล่าว 
- ตัวควบคุมลบ พบแถบผลผลิต 1 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 และ ยีน rpoB516  

   (แถบจาง) 
 

ดังนั้นในขั้นตอนต่อไปจึงพิจารณาลดความเข้มข้นของ rpoB516  primer และ rpoB526  
primer ลง เพ่ือลดผลบวกปลอมของ Primer ดังกล่าว เนื่องจากยังคงพบแถบผลผลิตของยีน 
rpoB516  primer ในตัวควบคุมลบ และ ยีน rpoB526 ที่กลายพันธุ์ ในตัวควบคุม MT526  
 

 

รูปที่ 22 การตรวจสอบผลผลิต MAS-RPA เมื่อใช้ Primer ชุดที่ 12 
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ซึ่งมีความเข้มข้นของ Tag-linker sequence forward primer ของยีน rpoB 516 526 

และ 531 เท่ากับ 0.04 0.05 และ 0.10 M ตามล าดับ Tag-linker sequence reverse 

primer ของยีน rpoB ความเข้มข้น 0.17 M Tag-linker sequence forward primer 

และ Tag-linker sequence reverse primer ของ IS1081 ความเข้มข้น 0.15 M บน

แผ่นทดสอบ Dipstick chromatography แถบที่ 1 คือ DNA ของเชื้อ M. tuberculosis 

สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก แถบที่  2-4 คือ DNA ของเชื้อ  

M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 

ตามล าดับ แถบที่ 5 คือ น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ 

 

3.2.13 Primer ชุดที่ 13 

ผลของปฏิกิริยา MAS-RPA ที่เกิดจากการใช้ Primer ชุดที่ 13 ซึ่งมีความเข้มข้นของ Tag-

linker sequence forward primer ของยีน rpoB 516 526 และ 531 เท่ากับ 0.03 0.04 และ 

0.10 M ตามล าดับ Tag-linker sequence reverse primer ของยีน rpoB ความเข้มข้น 0.17 

M Tag-linker sequence forward primer และ Tag-linker sequence reverse primer ของ 

IS1081 ความเข้มข้น 0.15 M เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography 

ได้ผลดังนี้ (รูปที่ 23) 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบ
ผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 (แถบจาง) rpoB526 (แถบจาง) 
และ rpoB531 
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
516 พบแถบผลผลิต 2 ต าแหน่ง ได้แก่ ยีน IS1081 และ rpoB531 
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
526 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ ยีน IS1081 rpoB516 (แถบจาง) และ 
rpoB531 แต่ไม่พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่ง rpoB526 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ 
ต าแหน่งดังกล่าว 
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- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
531 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ ยีน IS1081 rpoB516 และ rpoB526 แต่ไม่
พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่ง rpoB531 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่งดังกล่าว 
- ตัวควบคุมลบ พบแถบผลผลิต 2 ต าแหน่ง ได้แก่ ยีน IS1081 และ rpoB531  

   (แถบจาง) 
  

ดังนั้นในขั้นตอนต่อไปจึงพิจารณาเพ่ิมความเข้มข้นของ rpoB516 primer และ rpoB526  
primer ขึ้น เพ่ือเพ่ิมความเข้มของแถบผลผลิตยีนดังกล่าว และเพ่ือปรับให้ความเข้มข้น Primer ให้
สมดุลในปฏิกิริยา 
 

 

รูปที่ 23 การตรวจสอบผลผลิต MAS-RPA เมื่อใช้ Primer ชุดที่ 13 
ซึ่งมีความเข้มข้นของ Tag-linker sequence forward primer ของยีน rpoB 516 526 

และ 531 เท่ากับ 0.03 0.04 และ 0.10 M ตามล าดับ Tag-linker sequence reverse 

primer ของยีน rpoB ความเข้มข้น 0.17 M Tag-linker sequence forward primer 

และ Tag-linker sequence reverse primer ของ IS1081 ความเข้มข้น 0.15 M บน

แผ่นทดสอบ Dipstick chromatography แถบที่ 1 คือ DNA ของเชื้อ M. tuberculosis 

สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก แถบที่  2-4 คือ DNA ของเชื้อ  

M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 

ตามล าดับ แถบที่ 5 คือ น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ 
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3.2.14 Primer ชุดที่ 14 

ผลของปฏิกิริยา MAS-RPA ที่เกิดจากการใช้ Primer ชุดที่ 14 ซึ่งมีความเข้มข้นของ Tag-

linker sequence forward primer ของยีน rpoB 516 526 และ 531 เท่ากับ 0.05 0.07 และ 

0.10 M ตามล าดับ Tag-linker sequence reverse primer ของยีน rpoB ความเข้มข้น 0.17 

M Tag-linker sequence forward primer และ Tag-linker sequence reverse primer ของ 

IS1081 ความเข้มข้น 0.15 M เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography 

ได้ผลดังนี้ (รูปที่ 24) 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบ
ผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
516 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 (แถบจาง) rpoB526 
และ rpoB531 
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
526 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 (แถบจาง) 
และ rpoB531 
- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 
531 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ 
rpoB531 (แถบจาง) 
- ตัวควบคุมลบ พบแถบผลผลิต 2 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 (แถบจาง) และ ยีน 
rpoB516 (แถบจาง) 
 

ดังนั้นจึงพิจารณาใช้ความเข้มข้นของ Primer ชุดที่ 14 เนื่องจากพบแถบผลผลิตของยีนครบ
ทั้ง 4 แถบในตัวควบคุมบวก ในขณะที่เชื้อตัวแทนที่มีการการกลายพันธุ์ พบแถบผลผลิตของยีนที่ไม่มี
การกลายพันธุ์ครบถูกต้องทุกยีน แต่ยังคงพบแถบผลผลิตของยีนที่กลายพันธุ์มีลักษณะจาง และตัว
ควบคุมลบยังคงพบแถบผลผลิตที่เป็นผลบวกปลอมมีลักษณะจาง ทั้งนี้จ าเป็นต้องมีการปรับสภาวะใน
ขั้นตอนต่อไปเพ่ือก าจัดแถบผลผลิตที่เป็นผลบวกปลอมดังกล่าว 
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รูปที่ 24 การตรวจสอบผลผลิต MAS-RPA เมื่อใช้ Primer ชุดที่ 14 
ซึ่งมีความเข้มข้นของ Tag-linker sequence forward primer ของยีน rpoB 516 526 

และ 531 เท่ากับ 0.05 0.07 และ 0.10 M ตามล าดับ Tag-linker sequence reverse 

primer ของยีน rpoB ความเข้มข้น 0.17 M Tag-linker sequence forward primer 

และ Tag-linker sequence reverse primer ของ IS1081 ความเข้มข้น 0.15 M บน

แผ่นทดสอบ Dipstick chromatography แถบที่ 1 คือ DNA ของเชื้อ M. tuberculosis 

สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก แถบที่  2-4 คือ DNA ของเชื้อ  

M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 

ตามล าดับ แถบที่ 5 คือ น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ 

 

 3.3 ผลการทดสอบหาระยะเวลาบ่มที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา 
ภายหลังได้ความเข้มข้น DNA ต้นแบบเท่ากับ 40 ng และความเข้มข้นของ Tag-linker 

sequence forward primer ของยีน rpoB 516 526 และ 531 เท่ากับ 0.05 0.07 และ 0.10 M 

ตามล าดับ Tag-linker sequence reverse primer ของยีน rpoB ความเข้มข้น 0.17 M Tag-

linker sequence forward primer และ Tag-linker sequence reverse primer ของ IS1081 

ความเข้มข้น 0.15 M ตามล าดับ น า DNA ต้นแบบของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน 

ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก และเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ 

ต าแหน่งโคดอน 516 หรือ 526 หรือ 531 ท าปฏิกิริยา MAS-RPA โดยบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
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เซลเซียส เป็นเวลา 20 25 30 และ 35 นาที และตรวจสอบด้วยแผ่นทดสอบ Dipstick 

chromatography โดยเจือจางผลผลิต MAS-RPA ด้วยน้ ากลั่นปราศจากเชื้อให้มีปริมาตรสุทธิเท่ากับ 

10 l และผสมกับ Dipstick modified developing buffer ความเข้มข้น 300 mM ปริมาตร 10 

l จากนั้นผสม Streptavidin-coated blue latex beads ปริมาตร 1 l ผสมให้เข้ากัน น าแผ่น

ทดสอบ Dipstick chromatography จุ่มลงในสารละลาย ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องภายในระยะเวลา 

15 นาที พบว่า 

 

 ที่ระยะเวลา 20 นาที (รูปที่ 25ก) 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบผลผลิต 

4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 (แถบจาง) rpoB526 และ rpoB531 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

516 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB526 และ rpoB531 แต่ไม่

พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB516 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่ง

ดังกล่าว 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

526 ไม่พบแถบผลผลิต 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

531 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 (แถบจาง) rpoB526 

และ rpoB531 (แถบจาง) 

- ตัวควบคุมลบ ไม่พบแถบผลผลิต  
 

ที่ระยะเวลา 25 นาที (รูปที่ 25ข) 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37RV พบแถบผลผลิต 

3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB526 และ rpoB531  

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

516 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB526 และ rpoB531 แต่ไม่
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พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB516 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่ง

ดังกล่าว 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

526 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่  IS1081 ยีน rpoB516 (แถบจาง) rpoB526 

และ rpoB531 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

531 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 (แถบจาง) rpoB526 

และ rpoB531 

- ตัวควบคุมลบ พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 (แถบจาง) 

rpoB526 และ rpoB531 

 

ที่ระยะเวลา 30 นาที (รูปที่ 25ค) 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบผลผลิต 

4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

516 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน   rpoB516 (แถบจาง) 

rpoB526 และ rpoB531 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

526 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 (แถบจาง) 

และ rpoB531 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

531 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ 

rpoB531 (แถบจาง) 

- ตัวควบคุมลบ พบแถบผลผลิต 2 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 (แถบจาง) และ ยนี 

rpoB516 (แถบจาง) 
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ที่ระยะเวลา 35 นาที (รูปที่ 25ง) 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบผลผลิต 

4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

516 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB526 และ rpoB531 แต่ไม่

พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB516 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่ง

ดังกล่าว 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

526 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ 

rpoB531 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

531 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ 

rpoB531  

- ตัวควบคุมลบ พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 (แถบจาง) ยีน rpoB516 

(แถบจาง) rpoB526 และ rpoB531 (แถบจาง) 

ดังนั้นจึงเลือกใช้ระยะเวลาในการบ่มปฏิกิริยาที่ 30 นาที เนื่องจากพบแถบผลผลิตของยีน

ครบทั้ง 4 แถบในตัวควบคุมบวก ในขณะที่เชื้อตัวแทนที่มีการการกลายพันธุ์ พบแถบผลผลิตของยีนที่

ไม่มีการกลายพันธุ์ครบถูกต้องทุกยีน แต่ยังคงพบแถบผลผลิตของยีนที่กลายพันธุ์มีลักษณะจาง และ

ตัวควบคุมลบยังคงพบแถบผลผลิตที่เป็นผลบวกปลอมมีลักษณะจาง ทั้งนี้จ าเป็นต้องมีการปรับสภาวะ

ในขั้นตอนต่อไปเพื่อก าจัดแถบผลผลิตที่เป็นผลบวกปลอมดังกล่าว 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 94 

 

รปูที่ 25 การตรวจสอบผลผลิต MAS-RPA บนแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography เมื่อทดสอบ
ระยะเวลาบ่มปฏิกิริยา 

ที่ (ก) 20 นาที (ข) 25 นาที และ (ค) 30 นาที และ (ง) 35 นาท ีโดยแถบ IS1081 เป็นแถบที่จ าเพาะ
ต่อผลผลิตของยีน IS1081 ของเชื้อ M. tuberculosis และแถบ rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 

เป็นแถบที่จ าเพาะต่อผลผลิตของยีน rpoB ที่ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 ของเชื้อ  
M. tuberculosis ตามล าดับ แถบที่ 1 คือ DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน 

ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก แถบที่ 2-4 คือ DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลาย
พันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 ตามล าดับ แถบที่ 5 คือ น้ ากลั่นปราศจาก

เชื้อเป็นตัวควบคุมลบ  
 

3.4  ผลการทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ Dipstick modified developing 
buffer ในการตรวจสอบผลผลิต ด้วย Dipstick chromatography  
ภายหลังได้ความเข้มข้น DNA ต้นแบบเท่ากับ 40 ng และความเข้มข้นของ Tag-linker 

sequence forward primer ของยีน rpoB516  rpoB526 และ rpoB531 เท่ากับ 0.05 0.07 และ 

0.10 M ตามล าดับ Tag-linker sequence reverse primer ของยีน rpoB ความเข้มข้น 0.17 

M Tag-linker sequence forward primer และ Tag-linker sequence reverse primer ของ 

IS1081 ความเข้มข้น 0.15 M ตามล าดับ น า DNA ต้นแบบของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์
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มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก และเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน 

rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 หรือ 526 หรือ 531 ท าปฏิกิริยา MAS-RPA โดยบ่มที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 น าผลผลิต MAS-RPA มาเจือจางด้วยน้ ากลั่นปราศจากเชื้อให้มีปริมาตร

สุทธิเท่ากับ  

10 l และผสมกับ Dipstick modified developing buffer โดยแบ่งเป็น 2 ชุด ความเข้มข้นชุด

แรก 

ได้แก่ 0 150 และ 300 mM และความเข้มข้นชุดที่ 2 ได้แก่ 160 180 200 220 240 260 และ 280 

mM จากนั้นผสม Streptavidin-coated blue latex beads ปริมาตร 1 l ผสมให้เข้ากัน น าแผ่น

ทดสอบ Dipstick chromatography จุ่มลงในสารละลาย ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องภายในระยะเวลา 

15 นาที เมื่อตรวจสอบด้วยแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography ที่ความเข้มข้นของ Dipstick 

modified developing buffer ชุดแรก พบว่า  

 ที่ความเข้มข้น 0 mM  (รูปที่ 26ก) 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบผลผลิต 

4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ rpoB 531 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

516 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB526 และ rpoB531 แต่ไม่

พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB516 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่ง

ดังกล่าว 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

526 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 (แถบจาง) และ 

rpoB531 (แถบจาง) แต่ไม่พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB526 ซึ่งบ่งบอกการ

กลายพันธุ์ ณ ต าแหน่งดังกล่าว 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

531 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 และ rpoB526 แต่ไม่

พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB531 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่ง

ดังกล่าว 

- ตัวควบคุมลบ พบแถบผลผลิต 1 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 
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ที่ความเข้มข้น 150 mM  (รูปที่ 26ข) 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบผลผลิต 

4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

516 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB526 และ rpoB531 แต่ไม่

พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB516 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่ง

ดังกล่าว 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

526 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 และ rpoB531 (แถบ

จาง) แต่ไม่พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB526 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ 

ต าแหน่งดังกล่าว 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

526 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ 

rpoB531 (แถบจาง) 

- ตัวควบคุมลบ พบแถบผลผลิต 2 ต าแหน่ง ได้แก่IS1081 และ ยีน rpoB516 (แถบ

จาง)  

 

ที่ความเข้มข้น 300 mM  (รูปที่ 26ค) 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37RVvพบแถบ

ผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

516 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 (แถบจาง) rpoB526 

และ rpoB531 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

526 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 (แถบจาง) 

และ rpoB531 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 97 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

531 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ 

rpoB531 (แถบจาง) 

- ตัวควบคุมลบ พบแถบผลผลิต 2 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 และ ยีน rpoB516  

 

 

รูปที่ 26 การตรวจสอบผลผลิต MAS-RPA บนแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography เมื่อทดสอบ
กับ Dipstick modified developing buffer ที่ความเข้มข้น 0 150 และ 300 mM 
(26ก ถึง 26ค ตามล าดับ) โดยแถบ IS1081 เป็นแถบที่จ าเพาะต่อผลผลิตของ IS1081 ของ

เชื้อ M. tuberculosis และแถบ rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 เป็นแถบที่จ าเพาะต่อ

ผลผลิตของยีน rpoB ที่ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 ของเชื้อ M. tuberculosis 

ตามล าดับ แถบที่ 1 คือ DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv 

เป็นตัวควบคุมบวก แถบที่ 2-4 คือ DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของ

ยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 ตามล าดับ แถบที่ 5 คือ น้ ากลั่นปราศจาก

เชื้อเป็นตัวควบคุมลบ 
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จึงท าการหาสภาวะที่เหมาะสมต่อ โดยใช้ความเข้มข้นของ Dipstick modified 

developing buffer ชุดที่ 2 พบว่า  

ที่ความเข้มข้น 160 mM (รูปที่ 27ก) 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบผลผลิต 

4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

516 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB526 และ rpoB531 แต่ไม่

พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB 516 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่ง

ดังกล่าว 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

526 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 และ rpoB531 (แถบ

จาง) แต่ไม่พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB526 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ 

ต าแหน่งดังกล่าว 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

531 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ 

rpoB531 (แถบจาง) 

- ตัวควบคุมลบ พบแถบผลผลิต 2 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 และ ยีน rpoB516 (แถบ

จาง) 

 

ที่ความเข้มข้น 180 mM (รูปที่ 27ข)  

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบผลผลิต 

4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

516 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB526 และ rpoB531 แต่ไม่

พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB516 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่ง

ดังกล่าว 
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- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

526 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 (แถบจาง) 

และ rpoB531 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

531 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 และ rpoB526 แต่ไม่

พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB531 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่ง

ดังกล่าว 

- ตัวควบคุมลบ พบแถบผลผลิต 1 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 (แถบจาง) 
 

ที่ความเข้มข้น 200 mM (รูปที่ 27ค) 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบผลผลิต 

4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

516 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB526 และ rpoB531 แต่ไม่

พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB516 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่ง

ดังกล่าว 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

526 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 (แถบจาง) 

และ rpoB531 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

531 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 และ rpoB526 แต่ไม่

พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB531 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่ง

ดังกล่าว 

- ตัวควบคุมลบ พบแถบผลผลิต 2 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 (แถบจาง) และ ยีน 

rpoB516 (แถบจาง) 
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ที่ความเข้มข้น 220 mM (รูปที่ 27ง) 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบผลผลิต 

4 ต าแหน่ง ได้แก่  IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

516 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 (แถบจาง) rpoB526 

และ rpoB531 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

526 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 (แถบจาง) 

และ rpoB531 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

531 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่  IS1081 ยีน rpoB516 และ rpoB526 แต่

ไม่พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB531 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่ง

ดังกล่าว 

- ตัวควบคุมลบ พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 (แถบจาง) ยีน rpoB516 

(แถบจาง) และ rpoB526 (แถบจาง) 

 

ที่ความเข้มข้น 240 mM (รูปที่ 27จ) 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบผลผลิต 

4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

516 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 (แถบจาง) rpoB526 

และ rpoB531 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

526 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 (แถบจาง) 

และ rpoB531 
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- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

531 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 (แถบจาง) และ 

rpoB526 แต่ไม่พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB531 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ 

ณ ต าแหน่งดังกล่าว 

- ตัวควบคุมลบ พบแถบผลผลิต 2 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 (แถบจาง) และ ยีน 

rpoB516 (แถบจาง)  

 

ที่ความเข้มข้น 260 mM (รูปที่ 27ฉ) 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบผลผลิต 

4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

516 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 (แถบจาง) rpoB526 

และ rpoB531 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

526 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 (แถบจาง) 

และ rpoB531 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

531 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่  IS1081 ยีน rpoB516 (แถบจาง) และ 

rpoB526 แต่ไม่พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB531 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ 

ณ ต าแหน่งดังกล่าว 

- ตัวควบคุมลบ พบแถบผลผลิต 2 ต าแหน่ง ได้แก่  IS1081 (แถบจาง) และ ยีน 

rpoB516 (แถบจาง)  
 

ที่ความเข้มข้น 280 mM (รูปที่ 27ช) 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบผลผลิต 

4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 
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- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

516 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 (แถบจาง) rpoB526 

และ rpoB531 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

526 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 (แถบจาง) 

และ rpoB531 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

531 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 (แถบจาง) rpoB526 

และ rpoB531 (แถบจาง) 

- ตัวควบคุมลบ พบแถบผลผลิต 2 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 (แถบจาง) และ ยีน 

rpoB516 (แถบจาง)  

 

ดังนั้นจึงเลือกใช้ Dipstick modified developing buffer ที่ความเข้มข้น 180 mM 

เนื่องจากพบแถบผลผลิตของยีนครบทั้ง 4 แถบในตัวควบคุมบวก ในขณะที่เชื้อตัวแทนที่มีการการ

กลายพันธุ์ พบแถบผลผลิตของยีนที่ไม่มีการกลายพันธุ์ครบถูกต้องทุกยีน และไม่พบแถบผลผลิตของ

ยีน rpoB516 และ rpoB531 ที่กลายพันธุ์ ยกเว้นเฉพาะตัวอย่างที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB 

ต าแหน่งโคดอน 526 และตัวควบคุมลบ ที่ยังคงพบแถบผลผลิตที่เป็นผลบวกปลอมมีลักษณะจาง 

ทั้งนี้จ าเป็นต้องมีการปรับสภาวะในขั้นตอนต่อไปเพ่ือก าจัดแถบผลผลิตที่เป็นผลบวกปลอมดังกล่าว 
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รูปที่ 27 การตรวจสอบผลผลิต MAS-RPA บนแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography เมื่อทดสอบ
กับ Dipstick modified developing buffer ที่ความเข้มข้น 160 180 200 220 240 260 และ 

280 mM 
(รูปที่ 27ก ถึง 27ช ตามล าดับ) โดยแถบ IS1081 เป็นแถบที่จ าเพาะต่อผลผลิตของ IS1081 

ของเชื้อ M. tuberculosis และแถบ rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 เป็นแถบที่จ าเพาะ
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ต่อผลผลิตของยีน rpoB ที่ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 ของเชื้อ M. tuberculosis 

ตามล าดับ แถบที่ 1 คือ DNA ของเชื้อ  M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv 

เป็นตัวควบคุมบวก แถบที่ 2-4 คือ DNA ของเชื้อ   M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของ

ยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 ตามล าดับ แถบที่ 5 คือ น้ ากลั่นปราศจาก

เชื้อเป็นตัวควบคุมลบ 

 

3.5 ผลการทดสอบหาปริมาตรที่เหมาะสมของ Streptavidin-coated blue latex 
beads ในการตรวจสอบผลผลิตจากปฏิกิริยา MAS-RPA ด้วย Dipstick 
chromatography 
ภายหลังได้ความเข้มข้น DNA ต้นแบบเท่ากับ 40 ng และความเข้มข้นของ Tag-linker 

sequence forward primer ของยีน rpoB 516 526 และ 531 เท่ากับ 0.05 0.07 และ 0.10 M 

ตามล าดับ Tag-linker sequence reverse primer ของยีน rpoB ความเข้มข้น 0.17 M Tag-

linker sequence forward primer และ Tag-linker sequence reverse primer ของยีน IS1081 

ความเข้มข้น 0.15 M ตามล าดับ น า DNA ต้นแบบของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน 

ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก และเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ 

ต าแหน่งโคดอน 516 หรือ 526 หรือ 531 ท าปฏิกิริยา MAS-RPA โดยบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 30 น าผลผลิต MAS-RPA มาเจือจางด้วยน้ ากลั่นปราศจากเชื้อให้มีปริมาตรสุทธิ

เท่ากับ 10 l ผสมกับ Dipstick modified developing buffer ที่ความเข้มข้น 180 mM ปริมาตร 

10 l จากนั้นผสมกับ Streptavidin-coated blue latex beads ที่ปริมาตร 0.2 0.4 0.6 0.8 และ 

1 l ผสมให้เข้ากัน น าแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography จุ่มลงในสารละลาย ตั้งทิ้งไว้ที่

อุณหภูมิห้องภายในระยะเวลา 15 นาที เมื่อตรวจสอบด้วยแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography 

พบว่า 

ที ่Streptavidin-coated blue latex beads  0.2 l (รูปที่ 28ก) 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบผลผลิต 

4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 (แถบจาง) ยีน rpoB516 (แถบจาง) rpoB526 และ 

rpoB531 
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- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

516 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 (แถบจาง) ยีน rpoB526 และ 

rpoB531 แต่ไม่พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB516 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ 

ณ ต าแหน่งดังกล่าว 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

526 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 (แถบจาง) ยีน rpoB516 rpoB526 

(แถบจาง) และ rpoB531 (แถบจาง) 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

531 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 (แถบจาง) ยีน rpoB516 (แถบจาง) 

และ rpoB526 แต่ไม่พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB531 ซึ่งบ่งบอกการกลาย

พันธุ์ ณ ต าแหน่งดังกล่าว 

- ตัวควบคุมลบ พบแถบผลผลิต 1 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 (แถบจาง) 

 

ที ่Streptavidin-coated blue latex beads 0.4 l (รูปที่ 28ข) 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบผลผลิต 

4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 (แถบจาง) ยีน rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

516 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 (แถบจาง) ยีน rpoB526 และ 

rpoB531 แต่ไม่พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB 516 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ 

ณ ต าแหน่งดังกล่าว 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

526 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 (แถบจาง) ยีน rpoB516 rpoB526 

(แถบจาง) และ rpoB531  

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

531 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 (แถบจาง) ยีน rpoB516 (แถบจาง) 

และ rpoB526 แต่ไม่พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB531 ซึ่งบ่งบอกการกลาย

พันธุ์ ณ ต าแหน่งดังกล่าว 
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- ตัวควบคุมลบ พบแถบผลผลิต 1 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 (แถบจาง) 

 

ที ่Streptavidin-coated blue latex beads 0.6 l (รูปที่ 28ค) 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบผลผลิต 

4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 (แถบจาง) ยีน rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

516 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 (แถบจาง) ยีน rpoB526 และ 

rpoB531 แต่ไม่พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB 516 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ 

ณ ต าแหน่งดังกล่าว 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

526 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 (แถบจาง) ยีน rpoB516 rpoB526 

(แถบจาง) และ rpoB531 (แถบจาง) 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

531 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่  IS1081 (แถบจาง) ยีน rpoB516 (แถบ

จาง) และ rpoB526 แต่ไม่พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB531 ซึ่งบ่งบอกการ

กลายพันธุ์ ณ ต าแหน่งดังกล่าว 

- ตัวควบคุมลบ พบแถบผลผลิต 1 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 (แถบจาง) 

 

ที ่Streptavidin-coated blue latex beads 0.8 l (รูปที่ 28ง) 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบผลผลิต 

4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

516 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 (แถบจาง) ยีน rpoB526 และ 

rpoB531 แต่ไม่พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB516 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ 

ณ ต าแหน่งดังกล่าว 
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- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

526 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 (แถบจาง) 

และ rpoB531  

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

531 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 (แถบจาง) และ 

rpoB526 แต่ไม่พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB531 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ 

ณ ต าแหน่งดังกล่าว 

- ตัวควบคุมลบ พบแถบผลผลิต 1 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 (แถบจาง) 

 

ที ่Streptavidin-coated blue latex beads ปริมาตร 1 l (รูปที่ 28จ)  

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบผลผลิต 

4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

516 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB526 และ rpoB531 แต่ไม่

พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB 516 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่ง

ดังกล่าว 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

526 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 rpoB516 rpoB526 (แถบจาง) 

และ rpoB531 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

531 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 rpoB516 และ rpoB526 แต่ไม่พบ

แถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB531 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่งดังกล่าว 

- ตัวควบคุมลบ พบแถบผลผลิต 1 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 (แถบจาง) 

 

ดังนั้นจึงเลือกใช้ Streptavidin-coated blue latex beads ปริมาตร 1 l เนื่องจากพบ

แถบผลผลิตของยีนครบทั้ง 4 แถบในตัวควบคุมบวก ในขณะที่เชื้อตัวแทนที่มีการการกลายพันธุ์ พบ

แถบผลผลิตของยีนที่ไม่มีการกลายพันธุ์ครบถูกต้องทุกยีน และไม่พบแถบผลผลิตของยีน rpoB516 
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และ rpoB531 ที่กลายพันธุ์ ยกเว้นเฉพาะตัวอย่างที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

526 และตัวควบคุมลบ ที่ยังคงพบแถบผลผลิตที่เป็นผลบวกปลอมมีลักษณะจาง ทั้งนี้จ าเป็นต้องมีการ

ปรับสภาวะในขั้นตอนต่อไปเพ่ือก าจัดแถบผลผลิตที่เป็นผลบวกปลอมดังกล่าว 

 

 

 

รูปที่ 28 การตรวจสอบผลผลิต MAS-RPA บนแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography เมื่อทดสอบ
กับ Dipstick modified developing buffer ที่ความเข้มข้น 180 mM กับ Streptavidin-coated 

blue latex beads 
ปริมาตร 0.2 0.4 0.6 0.8 และ 1 l (รูปที่ 28ก ถึง 28จ ตามล าดับ) โดยแถบ IS1081 เป็นแถบที่
จ าเพาะต่อผลผลิตของยีน IS1081 ของเชื้อ M. tuberculosis และแถบ rpoB516 rpoB526 และ 
rpoB531 เป็นแถบที่จ าเพาะต่อผลผลิตของยีน rpoB ที่ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 ของเชื้อ 
M. tuberculosis ตามล าดับ แถบที่ 1 คือ DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน 
ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก แถบที่ 2-4 คือ DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลาย
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พันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 ตามล าดับ แถบที่ 5 คือ น้ ากลั่นปราศจาก
เชื้อเป็นตัวควบคุมลบ   
   

3.6  ผลการทดสอบหาอัตราส่วนการเจือจางในการตรวจสอบผลผลิตที่เหมาะสมจาก
ปฏิกิริยา MAS-RPA ด้วย Dipstick chromatography 
ภายหลังได้ความเข้มข้น DNA ต้นแบบเท่ากับ 40 ng และความเข้มข้นของ Tag-linker 

sequence forward primer ของยีน rpoB 516 526 และ 531 เท่ากับ 0.05 0.07 และ 0.10 M 

ตามล าดับ Tag-linker sequence reverse primer ของยีน rpoB ความเข้มข้น 0.17 M Tag-

linker sequence forward primer และ Tag-linker sequence reverse primer ของ IS1081 

ความเข้มข้น 0.15 M ตามล าดับ น า DNA ต้นแบบของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน 

ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก และเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ 

ต าแหน่งโคดอน 516 หรือ 526 หรือ 531 ท าปฏิกิริยา MAS-RPA โดยบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที น าผลผลิต MAS-RPA มาเจือจางด้วยน้ ากลั่นปราศจากเชื้อในอัตราส่วน 

1:4 1:9 1:11 1:12 1:13 และ 1:14 ผสมกับ Dipstick modified developing buffer ที่ความ

เข้มข้น 180 mM ปริมาตร 10 l จากนั้นผสมกับ Streptavidin-coated blue latex beads ที่

ปริมาตร 1 l ผสมให้เข้ากัน น าแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography จุ่มลงในสารละลาย ต้ัง

ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องภายในระยะเวลา 15 นาที เมื่อตรวจสอบด้วยแผ่นทดสอบ Dipstick 

chromatography พบว่า  

ทีอั่ตราส่วนเจือจาง 1:4 และ 1:9 (รูปที่ 29ก และ 29ข)   

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบผลผลิต 

4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

516 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB526 และ rpoB531 แตไ่ม่

พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB516 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่ง

ดังกล่าว 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

526 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 (แถบจาง) 

และ rpoB531 
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- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

531 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 และ rpoB526 แต่ไม่

พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB531 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่ง

ดังกล่าว 

- ตัวควบคุมลบ พบแถบผลผลิต 1 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 (แถบจาง)  

 

ทีอั่ตราส่วนเจือจาง 1:11 (รูปที่ 29ค)  

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบผลผลิต 

4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

516 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB526 และ rpoB531 แตไ่ม่

พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB 516 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่ง

ดังกล่าว 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

526 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 และ rpoB531 แตไ่ม่

พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB526 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่ง

ดังกล่าว 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

531 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 และ rpoB526 แต่ไม่

พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB531 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่ง

ดังกล่าว 

- ตัวควบคุมลบ ไม่พบแถบผลผลิต 

 

ทีอั่ตราส่วนเจือจาง 1:12 1:13 และ 1:14 (รูปที่ 29ง ถึง 29ฉ)  

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบผลผลิต 

4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 (แถบจาง) ยีน rpoB516 (แถบจาง) rpoB526 และ 

rpoB531 
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- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

516 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 (แถบจาง) ยีน rpoB526 และ 

rpoB531 (แถบจาง) แต่ไมพ่บแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB516 ซึ่งบ่งบอกการ

กลายพันธุ์ ณ ต าแหน่งดังกล่าว 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

526 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่  IS1081 (แถบจาง) ยีน rpoB516 และ 

rpoB531 (แถบจาง) แต่ไมพ่บแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB526 ซึ่งบ่งบอกการ

กลายพันธุ์ ณ ต าแหน่งดังกล่าว 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

531 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 (แถบจาง) ยีน rpoB516 (แถบจาง) 

และ rpoB526 แต่ไม่พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB531 ซึ่งบ่งบอกการกลาย

พันธุ์ ณ ต าแหน่งดังกล่าว 

- ตัวควบคุมลบ ไม่พบแถบผลผลิต 

 

ดังนั้นจึงเลือกใช้ อัตราส่วนเจือจาง 1:11 เนื่องจากพบแถบผลผลิตของยีนครบชัดเจนทั้ง 4 

แถบในตัวควบคุมบวก ในขณะที่เชื้อตัวแทนที่มีการการกลายพันธุ์ พบแถบผลผลิตของยีนที่ไม่มีการ

กลายพันธุ์ครบถูกต้องทุกยีน และไม่พบแถบผลผลิตของยีน rpoB516 และ rpoB531 ที่กลายพันธุ์ 

ยกเว้นเฉพาะตัวอย่างที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 526 และตัวควบคุมลบ ที่ยังคง

พบแถบผลผลิตที่เป็นผลบวกปลอมมีลักษณะจาง ทั้งนี้จ าเป็นต้องมีการปรับสภาวะในขั้นตอนต่อไป

เพ่ือก าจัดแถบผลผลิตที่เป็นผลบวกปลอมดังกล่าว 
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รูปที่ 29 การตรวจสอบผลผลิต MAS-RPA บนแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography เมื่อเจือจาง
ผลผลิต MAS-RPA ด้วยน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ 

ในอัตราส่วน 1:4 1:9 1:11 1:12 1:13 และ 1:14 (รูปที่ 29ก ถึงรูปที่ 29ฉ) ผสมกับ Dipstick 
modified developing buffer ที่ความเข้มข้น 180 mM กับ Streptavidin-coated blue latex 

beads ปริมาตร 1 l โดยแถบ IS1081 เป็นแถบที่จ าเพาะต่อผลผลิตของ IS1081 ของเชื้อ  
M. tuberculosis และแถบ rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 เป็นแถบที่จ าเพาะต่อผลผลิตของยีน 

rpoB ที่ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 ของเชื้อ M. tuberculosis ตามล าดับ แถบที่ 1 คือ 
DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก แถบที่ 2-4 
คือ DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 

และ 531 ตามล าดับ แถบที่ 5 คือ น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ 
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3.7 ผลการทดสอบหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา 
ภายหลังได้ความเข้มข้น DNA ต้นแบบเท่ากับ 40 ng และความเข้มข้นของ Tag-linker 

sequence forward primer ของยีน rpoB 516 526 และ 531 เท่ากับ 0.05 0.07 และ 0.10 M 

ตามล าดับ Tag-linker sequence reverse primer ของยีน rpoB ความเข้มข้น 0.17 M Tag-

linker sequence forward primer และ Tag-linker sequence reverse primer ของ IS1081 

ความเข้มข้น 0.15 M ตามล าดับ น า DNA ต้นแบบของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน 

ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก และเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ 

ต าแหน่งโคดอน 516 หรือ 526 หรือ 531 ท าปฏิกิริยา MAS-RPA โดยบ่มที่อุณหภูมิ 35 37 และ 39 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที น าผลผลิต MAS-RPA มาเจือจางด้วยน้ ากลั่นปราศจากเชื้อใน

อัตราส่วน 1:11  ผสมกับ Dipstick modified developing buffer ที่ความเข้มข้น 180 mM 

ปริมาตร 10 l จากนั้นผสมกับ Streptavidin-coated blue latex beads ที่ปริมาตร 1 l ผสม

ให้เข้ากัน น าแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography จุ่มลงในสารละลาย ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง

ภายในระยะเวลา 15 นาท ีเมื่อตรวจสอบด้วยแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography พบว่า 

 ทีอุ่ณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส (รูปที่ 30ก) 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบผลผลิต 

4 ต าแหน่ง ได้แก่  IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

516 พบแถบผลผลิต 2 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 และ ยีน rpoB526 แต่ไม่พบแถบ

ผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB 516 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่งดังกล่าว และ

ที่ต าแหน่งยีน rpoB531  

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

526 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 และ rpoB531 (แถบ

จาง) แต่ไม่พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB526 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ 

ต าแหน่งดังกล่าว 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

531 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 (แถบจาง) และ 
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rpoB526 แต่ไม่พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB531 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ 

ณ ต าแหน่งดังกล่าว 

- ตัวควบคุมลบ ไม่พบแถบผลผลิตใดๆ  

 

ทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (รูปที่ 30ข) 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบผลผลิต 

4 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

516 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB526 และ rpoB531 แตไ่ม่

พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB516 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่ง

ดังกล่าว 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

526 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 และ rpoB531 แต่ไม่

พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB526 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่ง

ดังกล่าว  

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

531 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ IS1081 ยีน rpoB516 และ rpoB526 แต่ไม่

พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่งยีน rpoB531 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่ง

ดังกล่าว 

- ตัวควบคุมลบ ไม่พบแถบผลผลิต 

 

ทีอุ่ณหภูมิ 39 องศาเซลเซียส (รูปที่ 30ค) 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบผลผลิต 

4 ต าแหน่ง ได้แก่ ยีน IS1081 rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

516 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ ยีน IS1081 rpoB526 และ rpoB531 แตไ่ม่

พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่ง rpoB516 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่งดังกล่าว 
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- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

526 พบแถบผลผลิต 4 ต าแหน่ง ได้แก่ ยีน IS1081 rpoB516 rpoB526 และ 

rpoB531 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

531 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ ยีน IS1081 rpoB516 และ rpoB526 แต่ไม่

พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่ง rpoB531 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่งดังกล่าว 

- ตัวควบคุมลบ พบแถบผลผลิต 2 ต าแหน่ง ได้แก่ ยีน IS1081 rpoB516 (แถบจาง) 

และ rpoB526 (แถบจาง) 

 

ดังนั้นจึงเลือกใช้อุณหภูมิในการบ่มปฏิกิริยาที่ 37 องศาเซลเซียส เนื่องจากพบแถบผลผลิต

ของยีนครบชัดเจนทั้ง 4 แถบในตัวควบคุมบวก เชื้อตัวแทนที่มีการการกลายพันธุ์พบแถบผลผลิตของ

ยีนที่ไม่มีการกลายพันธุ์ครบถูกต้องทุกยีน และไม่พบแถบผลผลิตของยีน rpoB516 rpoB526 และ 

rpoB531 ที่กลายพันธุ์ ในขณะที่ตัวควบคุมลบ ไม่พบแถบผลผลิตเกิดข้ึน 

 

 

รูปที่ 30 การตรวจสอบผลผลิต MAS-RPA บนแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography เมื่อทดสอบ
ที่อุณหภูมิในการบ่มปฏิกิริยา 
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(ก) 35 องศาเซลเซียส (ข) 37 องศาเซลเซียส และ (ค) 39 องศาเซลเซียส โดยแถบ IS1081 

เป็นแถบที่จ าเพาะต่อผลผลิตของ IS1081 ของเชื้อ M. tuberculosis และแถบ rpoB516 

rpoB526 และ rpoB531 เป็นแถบที่จ าเพาะต่อผลผลิตของยีน rpoB ที่ต าแหน่งโคดอน 516 

526 และ 531 ของเชื้อ M. tuberculosis ตามล าดับ แถบที่ 1 คือ DNA ของเชื้อ  

M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก แถบที่ 2-4 คือ 

DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 

526 และ 531 ตามล าดับ แถบที่ 5 คือ น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ  
 

3.8  ผลการทดสอบระยะเวลาในการจุ่มแผ่นทดสอบที่เหมาะสมในการตรวจสอบผลผลิต
จากปฏิกิริยา MAS-RPA ด้วย Dipstick chromatography 
ภายหลังได้ความเข้มข้น DNA ต้นแบบเท่ากับ 40 ng และความเข้มข้นของ Tag-linker 

sequence forward primer ของยีน rpoB516 526 และ 531 เท่ากับ 0.05 0.07 และ 0.10 M 

ตามล าดับ Tag-linker sequence reverse primer ของยีน rpoB ความเข้มข้น 0.17 M Tag-

linker sequence forward primer และ Tag-linker sequence reverse primer ของยีน IS1081 

ความเข้มข้น 0.15 M ตามล าดับ น า DNA ต้นแบบของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน 

ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก และเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ 

ต าแหน่งโคดอน 516 หรือ 526 หรือ 531 ท าปฏิกิริยา MAS-RPA โดยบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที น าผลผลิต MAS-RPA มาเจือจางด้วยน้ ากลั่นปราศจากเชื้อในอัตราส่วน 

1:11 ผสมกับ Dipstick modified developing buffer ที่ความเข้มข้น 180 mM ปริมาตร 10 l 

และ Streptavidin-coated blue latex beads ที่ปริมาตร 1 l เมื่อตรวจสอบด้วยแผ่นทดสอบ 

Dipstick chromatography หลังจุ่มแผ่นทดสอบเป็นระยะเวลา 5 10 และ 15 นาที พบว่า  

 

ที่ระยะเวลาจุ่มแผ่นทดสอบ 5 นาท ี(รูปที่ 31ก)  

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบผลผลิต 

4 ต าแหน่ง ได้แก่ ยีน IS1081 rpoB516 (แถบจาง) rpoB526 และ rpoB531 
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- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

516 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ ยีน IS1081 rpoB526 และ rpoB531 แตไ่ม่

พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่ง rpoB516 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่งดังกล่าว 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

526 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ ยีน IS1081 rpoB516 และ rpoB531 แต่ไม่

พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่ง rpoB526 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่งดังกล่าว 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

531 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ ยีน IS1081 (แถบจาง) rpoB516 (แถบจาง) 

และ rpoB526 แต่ไม่พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่ง rpoB531 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ 

ณ ต าแหน่งดังกล่าว 

- ตัวควบคุมลบ พบแถบผลผลิต 1 ต าแหน่ง ได้แก่ ยีน IS1081 (แถบจาง) 

 

 

ที่ระยะเวลาจุ่มแผ่นทดสอบ 10 นาท ี(รูปที่ 31ข)  

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบผลผลิต 

4 ต าแหน่ง ได้แก่ ยีน IS1081 rpoB516 (แถบจาง) rpoB526 และ rpoB531 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

516 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ ยีน IS1081 rpoB526 และ rpoB531 แตไ่ม่

พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่ง rpoB516 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่งดังกล่าว 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

526 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ ยีน IS1081 rpoB516 และ rpoB531 แต่ไม่

พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่ง rpoB531 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่งดังกล่าว 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

531 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ ยีน IS1081 (แถบจาง) rpoB516 (แถบจาง) 

และ rpoB526 แต่ไม่พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่ง rpoB531 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ 

ณ ต าแหน่งดังกล่าว 

- ตัวควบคุมลบ ไม่พบแถบผลผลิต  
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ที่ระยะเวลาจุ่มแผ่นทดสอบ 15 นาท ี(รูปที่ 31ค)  

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv พบแถบผลผลิต 

4 ต าแหน่ง ได้แก่ ยีน IS1081 rpoB516 rpoB526 และ rpoB 531 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

516 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ ยีน IS1081 rpoB526 และ rpoB531 แตไ่ม่

พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่ง rpoB516 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่งดังกล่าว 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

526 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ไดแ้ก่ ยีน IS1081 rpoB516 และ rpoB531 แต่ไม่

พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่ง rpoB526 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่งดังกล่าว 

- DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ต าแหน่งโคดอน 

531 พบแถบผลผลิต 3 ต าแหน่ง ได้แก่ ยีน IS1081 rpoB516 และ rpoB526 แต่ไม่

พบแถบผลผลิตที่ต าแหน่ง rpoB531 ซึ่งบ่งบอกการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่งดังกล่าว 

- ตัวควบคุมลบ ไม่พบแถบผลผลิต  

ดังนั้นจึงเลือกใช้ระยะเวลาจุ่มแผ่นทดสอบ 15 นาท ี เนื่องจากพบแถบผลผลิตของยีนครบ

ชัดเจนทั้ง 4 แถบในตัวควบคุมบวก เชื้อตัวแทนที่มีการการกลายพันธุ์พบแถบผลผลิตของยีนที่ไม่มีการ

กลายพันธุ์ครบถูกต้องทุกยีน และไม่พบแถบผลผลิตของยีน rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 ที่

กลายพันธุ์ ในขณะที่ตัวควบคุมลบ ไม่พบแถบผลผลิตเกิดขึ้น 
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รูปที่ 31 การตรวจสอบผลผลิต MAS-RPA บนแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography เมื่อทดสอบ

หาระยะเวลาในการจุ่มแผ่นทดสอบ 
ที่ (ก) 5 นาที (ข) 10 นาท ีและ (ค) 15 นาท ีโดยแถบ IS1081 เป็นแถบที่จ าเพาะต่อผลผลิต

ของยีน IS1081 ของเชื้อ M. tuberculosis และแถบ rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 

เป็นแถบที่จ าเพาะต่อผลผลิตของยีน rpoB ที่ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 ของเชื้อ  

M. tuberculosis ตามล าดับ แถบที่ 1 คือ DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์

มาตรฐาน ATCC H37Rvเป็นตัวควบคุมบวก แถบที่ 2-4 คือ DNA ของเชื้อ M. 

tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 

ตามล าดับ แถบที่ 5 คือ น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ  
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3.9 สรุปสภาวะท่ีเหมาะสมของเทคนิค MAS-RPA ร่วมกับแผ่นทดสอบ Dipstick 

chromatography ส าหรับวินิจฉัยเชื้อและการกลายพันธุ์ของยีน rpoB516 ยีน rpoB526  และ

ยีน rpoB531  ของเชื้อ M. tuberculosis  

ภายหลังทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมตามข้ันตอนต่างๆ ได้แก่ ความเข้มข้นของ DNA ความ

เข้มข้นของ Primer ระยะเวลาท าปฏิกิริยา ความเข้มข้นของ Dipstick developing buffer ปริมาตร

ของ Streptavidin-coated blue latex beads อุณหภูมิการท าปฏิกิริยา สัดส่วนการเจือจางผลผลิต 

และเวลาการจุ่มแผ่นทดสอบ ได้ผลสรุปสภาวะที่เหมาะสมของเทคนิค MAS-RPA ร่วมกับแผ่นทดสอบ 

Dipstick chromatography ส าหรับวินิจฉัยเชื้อและการกลายพันธุ์ของยีน rpoB516 ยีน rpoB526  

และยีน rpoB531  ของเชื้อ M. tuberculosis ดังรายละเอียดที่แสดงในตารางที่ 9 

 
ตารางที่ 9 สภาวะที่เหมาะสมของเทคนิค MAS-RPA ร่วมกับแผ่นทดสอบ Dipstick 
chromatography ส าหรับวนิิจฉัยเชื้อและการกลายพันธุ์ของยีน rpoB516 ยีน rpoB526 และยีน 
rpoB531 ของเชื้อ M. tuberculosis 

สภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-RPA 
ร่วมกับการทดสอบด้วยแผ่นทดสอบ Dipstick 

chromatography 

ยีน 

IS1081 F 

และ IS1081 

R 

rpoB516 F  rpoB526 F  rpoB531 F  rpoB R2 

เข้มข้นของ Primer 0.15 m 0.05 m 0.07 m 0.10 m 0.17 m 

ความเข้มข้นของดีเอ็นเอ 40 ng 

อุณหภูมิ ในการท าปฏิกิริยา MAS-RPA 37 C 
ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยา MAS-RPA 30 นาที 

ความเข้มข้นของ Dipstick developing buffer 180 mM 

ปริมาตรของ Streptavidin-coated blue latex 

beads 
1 l 

อัตราส่วนในการเจือจางผลผลติ 1:11 

ระยะเวลาการจุ่มสารกับแผ่นทดสอบ 15 นาที 
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4. ผลการทดสอบความจ าเพาะของเทคนิค MAS-RPA-DC            
ท าปฏิกิริยา MAS-RPA-DC โดยใช้ DNA ต้นแบบของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืนที่ไม่ใช่เชื้อ  

M. tuberculosis ได้แก่ M. bovis P. aeruginosa M. cattarrhalis S. pneumoniae K. 

pneumoniae H. influenza A. baumannii S. pyogenes M. avium M. intracellulare M. 

gordonae และ M. kansasii ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 40 ng ปริมาตร 1 l มาท าปฏิกิริยา สังเกต

แถบสีที่ปรากฏขึ้นบนแผ่นทดสอบพบว่าที่แผ่นทดสอบควบคุมบวกมีการปรากฏของแถบผลผลิตครบ

ทั้ง 4 ต าแหน่ง ได้แก่ ยีน IS1081 rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 และท่ีแผ่นทดสอบ DNA ของ

แบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืนที่ไม่ใช่ M. tuberculosis พบว่าไม่มีการปรากฏของแถบผลผลิตที่ต าแหน่งใดๆ 

ยกเว้นเชื้อ M. bovis ที่พบแถบผลผลิตครบทั้ง 4 ต าแหน่งเช่นเดียวกับท่ีพบในเชื้อ M. tuberculosis 

ในขณะที่ตัวควบคุมลบไม่พบแถบผลผลิตที่ใด รายละเอียดของผลการทดสอบดังแสดงในรูปที่ 32 

 

 

รูปที่ 32 การทดสอบการเกิดปฏิกิริยาข้ามกลุ่มด้วยเทคนิค MAS-RPA-DC 
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แถบที่ 1 คือ DNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตวั

ควบคุมบวก แถบที่ 2-13 คือ DNA ของเชื้อ M. M. bovis P. aeruginosa M. cattarrhalis 

S. pneumoniae K. pneumonia H. influenza A. baumannii S. pyogenes M. 

avium M. intracellulare M. gordonae และ M. kansasii ตามล าดับ แถบที่ 14 คือ น้ า

กลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ 

 

5. ผลการทดสอบหาความเข้มที่น้อยท่ีสุดของดีเอ็นเอต้นแบบท่ีสามารถทดสอบได้ด้วยปฏิกิริยา 
MAS-RPA-DC (Limit of Detection; LOD)  

ท าปฏิกิริยา MAS-RPA-DC โดยเจือจาง DNA ต้นแบบของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์

มาตรฐาน ATCC H37Rv เชื้อ M. tuberculosis ที่มีการการกลายพันธุ์ของยีน rpoB516 ยีน 

rpoB526  และยีน rpoB531  ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 40 30 20 10 1 0.1 0.01 และ 0.01 ng 

ปริมาตร 1 l พบว่ามีค่า LOD เมื่อวินิจฉัยด้วย IS1081 เท่ากับ 0.1 ng ในขณะที่ยีน rpoB516 

rpoB526 และยีน rpoB531 มีค่าเท่ากับ 1 ng (ตารางที่ 10) รายละเอียดของผลการทดสอบดังแสดง

ในรูปที่ 33ก ถึง 33ช  

   

ตารางที่ 10 ตารางแสดงรายละเอียดการหาความเข้มข้นที่น้อยที่สุดที่สามารถท าปฏิกิริยา MAS-RPA-
DC เพ่ือวินิจฉัย IS1081 ยีน rpoB516 ยีน rpoB526 และยีน rpoB531 
 

ค่า LOD/ยีน IS1081 rpoB516 rpoB526 rpoB531 

MAS-RPA-DC 0.1 ng 1 ng 1 ng 1 ng 
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รูปที่ 33 การตรวจสอบหาความเข้มข้นที่น้อยที่สุดที่สามารถท าปฏิกิริยา MAS-RPA-DC 
โดยใช้ DNA ต้นแบบความเข้มข้น 40 30 20 10 1 0.1 และ 0.01 ng (รูปที่ 33ก ถึง 33ช 

ตามล าดับ) แถบที่ 1 คือ NA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv 

เป็นตัวควบคุมบวก แถบที่ 2-4 คือ DNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของ

ยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 ตามล าดับ แถบที่ 5 คือ น้ ากลั่นปราศจาก

เชื้อเป็นตัวควบคุมลบ 
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6. ผลการตรวจวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 ของ
เชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อยา Rifampicin ด้วยเทคนิค MAS-RPA-DC 
 น า DNA ที่สกัดได้จากเชื้อ M. tuberculosis จ านวนทั้งสิ้น 141 ตัวอย่าง มาท าการวินิจฉัย

การกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 ด้วยเทคนิค MAS-RPA-DC อ่าน

ปฏิกิริยาของแถบต่างๆ ที่จ าเพาะต่อแต่ละยีน ในการทดสอบแต่ละครั้งใช้ DNA ต้นแบบของเชื้อ  

M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวกของเชื้อสายปกติ และใช้ 

DNA ต้นแบบของเชื้อ M. tuberculosis ตัวแทนสายพันธุ์คลินิก 3 สายพันธุ์ ซึ่งได้รับการยืนยันว่ามี

การกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 หรือ 526 หรือ 531 เป็นตัวควบคุมบวกของเชื้อ

ที่มีการกลายพันธุ์ และใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวแทนควบคุมลบ 

 พบว่าการตรวจสอบผลผลิตด้วยเทคนิค MAS-RPA-DC สามารถตรวจพบแถบ IS1081 ได้

ครบทั้งหมด 141 ตัวอย่าง การตรวจวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีน rpoB516 สามารถตรวจพบเชื้อที่มี

การกลายพันธุ์ (ไม่พบแถบยีน rpoB516 บนแผ่นทดสอบ) จ านวน 15 ตัวอย่าง และตรวจพบเชื้อที่ไม่

มีการกลายพันธุ์ (พบแถบยีน rpoB516 บนแผ่นทดสอบ) จ านวน 126 ตัวอย่าง การตรวจวินิจฉัยการ

กลายพันธุ์ของยีน rpoB526 สามารถตรวจพบเชื้อที่มีการกลายพันธุ์ (ไม่พบแถบยีน rpoB526 บน

แผ่นทดสอบ) จ านวน 17 ตัวอย่าง และตรวจพบเชื้อที่ไม่มีการกลายพันธุ์ (พบแถบยีน rpoB526 บน

แผ่นทดสอบ) จ านวน 124 ตัวอย่าง การตรวจวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีน rpoB531 สามารถตรวจ

พบเชื้อที่มีการกลายพันธุ์ (ไม่พบแถบยีน rpoB531 บนแผ่นทดสอบ) จ านวน 57 ตัวอย่าง และตรวจ

พบเชื้อที่ไม่มีการกลายพันธุ์ (พบแถบยีน rpoB531 บนแผ่นทดสอบ) จ านวน 84 ตัวอย่าง ดังแสดง

รายละเอียดในตารางที่ 11 
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ตารางที่ 11 สรุปการตรวจพบ IS1081 และการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 
และ 531 ของ M. tuberculosis จ านวน 141 ตัวอย่าง ด้วยเทคนิค MAS-RPA-DC   
เทคนิคท่ีใช้
ในการ
ตรวจสอบ 

การวินิจฉัยเชื้อ M. 
tuberculosis 

การวินิจฉัยการกลาย
พันธุ์ของยีน rpoB ที่
ต าแหน่งโคดอน516 

การวินิจฉัยการกลาย
พันธุ์ของยีน rpoB ที่
ต าแหน่งโคดอน526 

การวินิจฉัยการกลาย
พันธุ์ของยีน rpoB ที่
ต าแหน่งโคดอน531 

พบเชื้อ 
(พบ
แถบ 
IS1081) 

ไม่พบเช้ือ  
(ไม่พบ
แถบ 
IS1081) 

กลายพันธุ์  
(ไม่พบ
แถบยีน 
rpoB516) 

ไม่กลาย
พันธุ์ (พบ
แถบยีน 
rpoB516) 

กลายพันธุ์  
(ไม่พบ
แถบยีน 
rpoB526) 

ไม่กลาย
พันธุ์ (พบ
แถบยีน 
rpoB526) 

กลายพันธุ์  
(ไม่พบ
แถบยีน 
rpoB531) 

ไม่กลาย
พันธุ์ (พบ
แถบยีน 
rpoB531) 

MAS-RPA-
DC 

141 0 15 126 17 124 57 84 

รวม 141 141 141 141 
 

 

 เมื่อวินิจฉัยเชื้อ M. tuberculosis จ านวน 125 ตัวอย่าง ด้วยเทคนิค MAS-RPA-DC 

สามารถตรวจพบเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB อย่างน้อย ณ ต าแหน่งใด

ต าแหน่งหนึ่งของโคดอน 516 526 หรือ 531 ซึ่งสัมพันธ์กับการดื้อยา Rifampicin ได้ทั้งหมด 71 

ตัวอย่าง โดยแบ่งเป็นเชื้อที่มีการกลายพันธุ์ที่ยีน rpoB516 จ านวน 10 ตัวอย่าง ยีน rpoB526 

จ านวน 14 ตัวอย่าง ยีน rpoB531 จ านวน 47 ตัวอย่าง โดยไม่พบเชื้อที่มีการกลายพันธุ์ที่ยีน 

rpoB516 ยีน rpoB526 และ ยีน rpoB531 ทั้งสองหรือสามต าแหน่งร่วมกัน ในขณะที่พบเชื้อจ านวน 

54 ตัวอย่างเป็นเชื้อที่ไม่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ทั้งต าแหน่ง 516 526 และ 531 ดังแสดง

รายละเอียดในตารางที่ 12  
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ตารางที่ 12 สรุปผลการวินิจฉัยเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโค
ดอน 516 526 และ 531 จ านวน 125 ตัวอย่าง ด้วยเทคนิค MAS-RPA-DC 
เทคนิค
ที่ใช้ใน
การ

วินิจฉัย 

การแปลผลการทดสอบ ไม่
สามารถ

แปล
ผลได ้

รวม 

เช้ือ M.tuberculosis ที่มีการกลายพันธ์ุซึ่งสัมพันธ์กับการดื้อยา Rifampicin 
เช้ือท่ีไม่พบ
การกลาย

พันธ์ุของยีน 
rpoB516 
526 หรือ 

531 

กลาย
พันธ์ุที่ยีน 
rpoB516 

กลาย
พันธ์ุที่ยีน 
rpoB526 

กลาย
พันธ์ุที่ยีน 
rpoB531 

กลายพันธ์ุ 
ที่ยีน 
rpoB516 
ร่วมกับ
rpoB526 

กลายพันธ์ุ 
ที่ยีน 
rpoB516 
ร่วมกับ
rpoB531 

กลายพันธ์ุ 
ที่ยีน 
rpoB526 
ร่วมกับ 
rpoB531 

กลายพันธ์ุ ที่
ยีน rpoB516 
ร่วมกับ 
rpoB526 
และ 
rpoB531 

MAS-
RPA-DC 

10 14 47 0 0 0 0 54 0 125 

 

 

7. ผลการค านวณหาความไว (Sensitivity) ความจ าเพาะ (Specificity) ค่าท านายผลบวก 
(Positive predictive value) ค่าท านายผลลบ (Negative predictive value) และค่าความ
สอดคล้องจากสถิติ Kappa ของเทคนิค MAS-RPA-DC   
 เมื่อน าผลการวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 

ของเชื้อ M. tuberculosis จ านวน 141 ตัวอย่าง ด้วยเทคนิค MAS-RPA-DC เปรียบเทียบกับการ

วินิจฉัยการกลายพันธุ์ด้วยเทคนิค Sanger DNA sequencing พบว่ามีความไว ความจ าเพาะ ค่า

ท านายผลบวก ค่าท านายผลลบ และค่าทางสถิติ Kappa ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 13 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 127 

ตารางที่ 13 ความสัมพันธ์ของเทคนิค MAS-RPA-DC ที่พัฒนาขึ้นเพื่อวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีน 
rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 ของเชื้อ M. tuberculosis จ านวน 141 ตัวอย่าง 
เปรียบเทียบกับเทคนิค Sanger DNA sequencing 

ผลการ

ทดสอบดว้ย 

MAS-RPA-

DC 

ผลการทดสอบด้วยเทคนิค DNA sequencing ความไว 

(95% 

CI) 

ความจ าเพาะ 

(95% CI) 

ค่าท านาย

ผลบวก 

(95% CI) 

ค่าท านาย

ผลลบ 

(95% CI) 

ค่าสถิติ 

Kappa (95% 

CI) 

 จ านวนที่พบการ

กลายพันธุ ์

จ านวนที่ไม่พบการกลายพันธุ ์

rpoB516  100% 

(66.4-

100) 

95.5% 

(90.4-98.3) 

60% 

(40.7-

76.6) 

100% 

(-)* 

0.728 

(0.524-0.933) พบการกลาย

พันธุ ์

9 6 

ไม่พบการ

กลายพันธุ ์

0 126 

rpoB526  70% 

(45.7-

88.1) 

97.5% 

(93-99.5) 

82.4% 

(59.6-

93.7) 

95.2% 

(91-97.5) 

0.720 

(0.548-0.893) พบการกลาย

พันธุ ์

14 3 

ไม่พบการ

กลายพันธุ ์

6 118 

rpoB531  98.2% 

(90.5-

100) 

97.7% 

(91.8-99.7) 

96.5% 

(87.5-99) 

98.8% 

(92.3-

99.8) 

0.956 

(0.906-1.000) พบการกลาย

พันธุ ์

55 2 

ไม่พบการ

กลายพันธุ ์

1 83 

 *หมายความว่า ไม่สามารถค านวณได ้

จากตารางที่ 13 เมื่อวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีน rpoB  ณ ต าแหน่งโคดอน 516 พบว่า

เทคนิค MAS-RPA-DC ให้ผลบวกปลอม 6 ตัวอย่าง โดยมีค่าความไวเท่ากับ 100% (95% CI : 66.4-

100) ความจ าเพาะเท่ากับ 95.5% (95% CI : 90.4-98.3) ค่าท านายผลบวกเท่ากับ 60% (95% CI : 

40.7-76.6) ค่าท านายผลลบเท่ากับ 100% (95% CI :- ) และค่าความสอดคล้องจากสถิติ Kappa 

เท่ากับ 0.728 (95% CI : 0.524-0.933) 

 การวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 526 พบว่าเทคนิค MAS-RPA-

DC ให้ผลบวกปลอม 3 ตัวอย่าง และให้ผลลบปลอม 6 ตัวอย่าง โดยมีค่าความไวเท่ากับ 70% (95% 

CI : 45.7-88.1) ความจ าเพาะเท่ากับ 97.5% (95% CI : 93-99.5) ค่าท านายผลบวกเท่ากับ 82.4% 
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(95% CI : 59.6-93.7) ค่าท านายผลลบเท่ากับ 95.2% (95% CI : 91-97.5 ) และค่าความสอดคล้อง

จากสถิติ Kappa เท่ากับ 0.720 (95% CI : 0.548-0.893) 

 การวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 531 พบว่าเทคนิค MAS-RPA-

DC ให้ผลบวกปลอม 2 ตัวอย่าง และให้ผลลบปลอม 1 ตัวอย่าง โดยมีค่าความไวเท่ากับ 98.2% 

(95% CI : 90.5-100) ความจ าเพาะเท่ากับ 97.7% (95% CI : 91.8-99.7) ค่าท านายผลบวกเท่ากับ 

96.5% (95% CI : 87.5-99) ค่าท านายผลลบเท่ากับ 98.8% (95% CI : 92.3-99.8) และค่าความ

สอดคล้องจากสถิติ Kappa เท่ากับ 0.956 (95% CI : 0.906-1.000) 

 เมื่อพิจารณาค่าความสอดคล้องทางสถิติ Kappa ของการวินิจฉัยการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่ง

โคดอนต่างๆ ด้วยเทคนิค MAS-RPA-DC และเปรียบเทียบกับเทคนิค Sanger DNA sequencing 

พบว่าการวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 และ 526 มีความสอดคล้อง

อยู่ในระดับดีทั้งคู่ (สถิติ Kappa อยู่ในช่วง 0.61-0.80) ในขณะที่การวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีน 

rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 531 มีความสอดคล้องอยู่ในระดับดีมาก (สถิติ Kappa อยู่ในช่วง 0.81-

1.00) 

ภายหลังน าผลการวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526  

และ/หรือ 531 ของเชื้อ M. tuberculosis ด้วยเทคนิค MAS-RPA-DC ในตัวอย่างจ านวน 125 

ตัวอย่าง ซึ่งเป็นเชื้อที่มีผลการทดสอบความไวต่อยา Rifampicin ด้วยเทคนิค BACTEC MGIT 960  

เมื่อเปรียบเทียบผลการทดสอบของเทคนิค MAS-RPA-DC กับเทคนิค BACTEC MGIT 960   พบว่ามี

ความไว ความจ าเพาะ ค่าท านายผลบวก ค่าท านายผลลบ และค่าทางสถิติ Kappa ดังแสดง

รายละเอียดในตารางที่ 14 
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ตารางที่ 14 ความสัมพันธ์ของเทคนิค MAS-RPA-DC ที่พัฒนาขึ้นเพื่อวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีน 
rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 ของเชื้อ M. tuberculosis จ านวน 125 ตัวอย่าง 
เปรียบเทียบกับผลการทดสอบความไวต่อยา Rifampicin ด้วยเทคนิค BACTEC MGIT 960  

ผลการทดสอบด้วย 

MAS-RPA-DC 

ผลการทดสอบด้วยเทคนิค BACTEC MGIT 960 ความไว 

(95% CI) 

ความจ าเพาะ 

(95% CI) 

ค่าท านาย

ผลบวก 

(95% CI) 

ค่าท านายผล

ลบ 

(95% CI) 

ค่าสถิติ Kappa 

(95% CI) 

 จ านวนท่ีพบการด้ือต่อยา 

Rifampicin 

จ านวนท่ีพบการไวต่อยา 

Rifampicin 

พบการกลายพันธุ์ของ

rpoB 516 rpoB 526 

และ/หรือ rpoB 531 

 79.78% 

(69.9-87.6) 

100% 

(90.3-100) 

100% 

(-)* 

66.67% 

(57-75.1 

0.694 

(0.57-0.819) 

 71 0 

ไม่พบการกลายพนัธุ์

ของ rpoB 516 rpoB 

526 และ/หรือ rpoB 

531 

18 36 

*หมายความว่า ไม่สามารถค านวณได ้

จากตารางที่ 14 เมื่อวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526  

และ/หรือ 531 พบว่าเทคนิค MAS-RPA-DC ให้ผลลบปลอม 18 ตัวอย่าง โดยมีค่าความไวเท่ากับ 

79.78% (95% CI : 69.9-87.6 %) ความจ าเพาะเท่ากับ 100% (95% CI : 90.3-100) ค่าท านาย

ผลบวกเท่ากับ 100% (95% CI : -) ค่าท านายผลลบเท่ากับ 66.67% (95% CI : 57-75.1%) และค่า

ความสอดคล้องจากสถิติ Kappa เท่ากับ 0.694 (95% CI : 0.57-0.819) ซึ่งให้ผลความสอดคล้องของ

ทั้งสองเทคนิคอยู่ในระดับดี (สถิติ Kappa อยู่ในช่วง 0.61-0.80) 

 

 เมื่อพิจารณาเฉพาะตัวอย่างเชื้อ M. tuberculosis ที่มีผลการทดสอบความไวต่อยา 

Rifampicin ด้วยเทคนิค BACTEC MGIT 960 และมีการกลายพันธุ์เฉพาะในต าแหน่งโคดอน 516 

526 และ 531 พบว่ามีจ านวนทั้งสิ้น 108 ตัวอย่าง เมื่อเปรียบเทียบผลการทดสอบของเทคนิค MAS-

RPA-DC กับเทคนิค BACTEC MGIT 960   พบว่ามีความไว ความจ าเพาะ ค่าท านายผลบวก ค่า

ท านายผลลบ และค่าทางสถิติ Kappa ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 15 
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ตารางที่ 15 ความสัมพันธ์ของเทคนิค MAS-RPA-DC ที่พัฒนาขึ้นเพื่อวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีน 
rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 ของเชื้อ M. tuberculosis จ านวน 108 ตัวอย่าง ซึ่งมี
การกลายพันธุ์เฉพาะในต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 เปรียบเทียบกับผลการทดสอบความไว
ต่อยา Rifampicin ด้วยเทคนิค BACTEC MGIT 960  

ผลการทดสอบด้วย 

MAS-RPA-DC 

ผลการทดสอบด้วยเทคนิค BACTEC 

MGIT 960 

ความไว 

(95% 

CI) 

ความจ าเพาะ 

(95% CI) 

ค่า

ท านาย

ผลบวก 

(95% CI) 

ค่าท านาย

ผลลบ 

(95% CI) 

ค่าสถิติ 

Kappa 

(95% CI)  จ านวนที่พบการดือ้

ต่อยา Rifampicin 

จ านวนที่พบการไว

ต่อยา Rifampicin 

พบการกลายพันธุ์ของ

rpoB 516 rpoB 526 

และ/หรือ rpoB 531 

        93.24% 

(84.9-

97.8) 

100% 

(89.7-100) 

100% 

(-)* 

87.18% 

(74.5-94) 

0.897 

(0.809-

0.985) 

 69 0 

ไม่พบการกลายพันธุ์ของ 

rpoB 516 rpoB 526 

และ/หรือ rpoB 531 

5 34 

 

 จากตารางที่ 15 เมื่อวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 

526 และ/หรือ 531 ของเชื้อ M. tuberculosis เฉพาะในตัวอย่างที่มีพบการกลายพันธุ์ของโคดอน 

516 526 และ 531 ซึ่งเป็นต าแหน่งโคดอนที่เป็นเป้าหมายของ Primer ที่ใช้ในการศึกษานี้ พบวา่

เทคนิค MAS-RPA-DC ให้ผลลบปลอมลดลงเหลือเพียง 5 ตัวอย่าง ส่งผลให้มีค่าความไวเท่ากับ 

93.24% (95% CI : 84.9-97.8 %) ความจ าเพาะเท่ากับ 100% (95% CI : 89.7-100) ค่าท านาย

ผลบวกเท่ากับ 100% (95% CI : -) ค่าท านายผลลบเท่ากับ 87.18% (95% CI : 74.5-94%) และค่า

ความสอดคล้องจากสถิติ Kappa เท่ากับ 0.897 (95% CI : 0.809-0.985) ซึ่งให้ผลความสอดคล้อง

ของทั้งสองเทคนิคอยู่ในระดับดีมาก (สถิติ Kappa อยู่ในช่วง 0.81-1.00) 

 

และเม่ือน าผลการวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526  

และ/หรือ 531 ของเชื้อ M. tuberculosis ด้วยเทคนิค Sanger DNA sequencing ในตัวอย่าง

จ านวน 125 ตัวอย่าง ซึ่งเป็นเชื้อที่มีผลการทดสอบความไวต่อยา Rifampicin ด้วยเทคนิค BACTEC 

MGIT 960  เมื่อเปรียบเทียบผลการทดสอบของเทคนิค Sanger DNA sequencing กับเทคนิค 
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BACTEC MGIT 960   พบว่ามีความไว ความจ าเพาะ ค่าท านายผลบวก ค่าท านายผลลบ และค่าทาง

สถิติ Kappa ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 16 

 

ตารางที่ 16 ความสัมพันธ์ของเทคนิค Sanger DNA sequencing ในการวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของ
ยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 ของเชื้อ M. tuberculosis จ านวน 125 ตัวอย่าง 
เปรียบเทียบกับผลการทดสอบความไวต่อยา Rifampicin ด้วยเทคนิค BACTEC MGIT 960 

ผลการทดสอบด้วยเทคนิค 

DNA sequencing 

ผลการทดสอบด้วย 

เทคนิค BACTEC MGIT 960 

ความไว 

(95% 

CI) 

ความจ าเพาะ 

(95% CI) 

ค่าท านาย

ผลบวก 

(95% CI) 

ค่า

ท านาย

ผลลบ 

(95% 

CI) 

ค่าสถิติ 

Kappa 

(95% CI)  จ านวนที่พบการ

ดื้อต่อยา 

Rifampicin 

จ านวนที่พบการ

ไวต่อยา 

Rifampicin 

  93.26% 

(85.9-

97.5) 

94.44% 

(81.3-99.3) 

97.65% 

(91.5-

99.4) 

85% 

(72.3-

92.5) 

 0.849 

(0.748-

0.95) 

พบการกลายพันธุ์ของ 

rpoB 516 rpoB 526 

และ/หรือ rpoB 531 

83 2 

ไม่พบการกลายพันธุ์ของ 

rpoB 516 rpoB 526 

และ/หรือ rpoB 531 

6 34 

*หมายความว่า ไม่สามารถค านวณได ้

  

จากตารางที่ 16 เมื่อวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ณ ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ/

หรือ 531 พบว่าเทคนิค Sanger DNA sequencing ให้ผลบวกปลอม 2 ตัวอย่าง และให้ผลลบปลอม 

6 ตัวอย่าง โดยมีค่าความไวเท่ากับ 93.26% (95% CI : 85.9-97.5) ความจ าเพาะเท่ากับ 94.44% 

(95% CI : 81.3-99.3) ค่าท านายผลบวกเท่ากับ 97.65% (95% CI : 91.5-99.4) ค่าท านายผลลบ

เท่ากับ 85% (95% CI : 72.3-92.5) และค่าความสอดคล้องจากสถิติ Kappa เท่ากับ 0.849 (95% 

CI : 0.748-0.95) ซึ่งให้ผลความสอดคล้องของทั้งสองเทคนิคอยู่ในระดับดีมาก (สถิติ Kappa อยู่

ในช่วง 0.81-1.00) 
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บทที่ 5 
อภิปรายผลการทดลอง 

 

 สถานการณ์การแพร่ระบาดของวัณโรคเป็นหนึ่งในปัญหาทางสาธารณสุขที่ส าคัญระดับโลก

และเป็นปัญหาที่ต้องได้รับการแก้ไขอย่างเร่งด่วน โดยในรายงานการประชุมเก่ียวกับวัณโรคของ 

WHO ประจ าปี พ.ศ.2563 ระบุว่าในปี พ.ศ.2562 มีประชากรจากท่ัวโลกถึง 10 ล้านคนติดเชื้อวัณ

โรค ประเทศไทยเป็น 1 ใน 14 ประเทศท่ีมีอัตราผู้ติดเชื้อวัณโรคสูงที่สุดประมาณ 105,000 คน และ

เป็น 1 ใน 30 ประเทศท่ีมีอัตราผู้ป่วยติดเชื้อวัณโรคดื้อยา Rifampicin และวัณโรคดื้อยาหลายขนาน

ในปี พ.ศ.2562 สูงที่สุดโดยอยู่ที่ประมาณ 2,500 คน ซึ่งหากดูจากแนวโน้มตั้งแต่ปี พ.ศ.2543 จนถึงปี 

พ.ศ.2562 แม้ประเทศไทยจะมีจ านวนผู้ติดเชื้อและผู้ที่เสียชีวิตจากวัณโรคลดลงก็ตาม แต่จ านวน

ผู้ป่วยวัณโรคและวัณโรคดื้อยาหลายขนานในภาพรวมของประเทศยังคงสูง ท าให้วัณโรคยังคงเป็น

ปัญหาที่ส าคัญและจ าเป็นต้องเร่งมือในการก าจัดให้หมดไป การแพร่ระบาดของวัณโรคดื้อยาหลาย

ขนานเกิดจากสองสาเหตุส าคัญ ได้แก่ การแพร่กระจายของโรคโดยการสัมผัสต่อกันจากผู้ป่วยที่เป็น

วัณโรคดื้อยาหลายขนาน และการที่ผู้ป่วยวัณโรคมีการพัฒนาไปเป็นวัณโรคดื้อยาหลายขนานใน

ภายหลัง เนื่องมาจากได้รับการรักษาด้วยยาต้านวัณโรคที่ไม่เหมาะสม หรือขาดการรักษาอย่าง

ต่อเนื่อง ดังนั้นการตรวจวินิจฉัยที่รวดเร็วและถูกต้องแม่นย า เพ่ือการรักษาท่ีมีประสิทธิภาพจะท าให้

สามารถควบคุมการแพร่กระจายของวัณโรคดื้อยาหลายขนานได้ 

การศึกษาวิจัยครั้งนี้ได้พัฒนาเทคนิค MAS-RPA-DC โดยอาศัยการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม

ด้วยปฏิกิริยา M-RPA ภายใต้อุณหภูมิคงที่ ร่วมกับ AS Primer ที่จ าเพาะต่อการกลายพันธุ์แบบ

ต าแหน่งเดียวของยีน rpoB  ณ ต าแหน่งโคดอนที่พบได้บ่อยสุดสามอันดับแรก ได้แก่ โคดอน 516 

526 และ 531 ซึ่งสัมพันธ์กับการดื้อยา Rifampicin ของเชื้อ M. tuberculosis และใช้ แผ่นทดสอบ 

Dipstick chromatography ในการตรวจวัดผลผลิตการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมที่เกิดข้ึน ซึ่ง

สามารถอ่านผลได้ด้วยตาเปล่า เพ่ือใช้ในการตรวจวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ซึ่งสัมพันธ์กับ

การดื้อยาต้านเชื้อวัณโรคชนิด Rifampicin ของเชื้อ M. tuberculosis โดยใช้ DNA ซึ่งสกัดแยกได้

จากสิ่งส่งตรวจเหลือใช้จ านวนทั้งสิ้น 141 ตัวอย่าง แบ่งเป็นส่วนแรกคือ DNA ของเชื้อ M. 

tuberculosis ที่มีผลการทดสอบความไวต่อยา Rifampicin ด้วยวิธีฟีโนไทป์จากการตรวจสอบด้วย

เทคนิค BACTECTM MGIT 960 จ านวน 125 ตัวอย่าง ซึ่งพบว่ามีเชื้อท่ีไวต่อยา Rifampicin จ านวน 
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36 ตัวอย่าง และเชื้อท่ีดื้อต่อยา Rifampicin มีจ านวน 89 ตัวอย่าง และส่วนที่สองคือ DNA ของเชื้อ  

M. tuberculosis ที่ไม่มีผลการทดสอบความไวต่อยา Rifampicin ด้วยวิธีฟีโนไทป์จ านวน 16 

ตัวอย่าง เนื่องจากไม่ได้รับอนุญาตให้เปิดเผยข้อมูลเกี่ยวกับตัวอย่างที่ได้รับความอนุเคราะห์ 

เชื้อ M. tuberculosis ที่ดื้อต่อยา Rifampicin ทั้งหมด 89 ตัวอย่าง สามารถแบ่งระดับ

ความรุนแรงของการดื้อยาได้ 3 ระดับ ได้แก่ 1. เชื้อ M. tuberculosis ที่ดื้อต่อยา Rifampicin เพียง

ชนิดเดียว พบ 6.74% 2. เชื้อที่ดื้อต่อยาต้านเชื้อวัณโรคหลายขนาน หรือ MDR-TB พบทั้งสิ้น 

77.53% และ 3. เชื้อ M. tuberculosis ที่ดื้อต่อยาต้านเชื้อวัณโรคหลายขนานชนิดรุนแรงมาก หรือ 

XDR-TB พบ 15.73% ทั้งนี้ข้อมูลความไวต่อยา Rifampicin และระดับความรุนแรงของการดื้อยา

ทั้งหมด ได้รับความอนุเคราะห์โดยตรงจากห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์ โรงพยาบาล

รามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร และห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา Osaka Prefectural 

Institute of Public Health โอซาก้า ประเทศญี่ปุ่น ในขณะที่ผลการทดสอบความไวต่อยาชนิดอื่น

ไม่สามารถน ามาใช้ประกอบการศึกษาได้ตามข้อจ ากัดของหน่วยงานที่ให้ความอนุเคราะห์ และ

เนื่องจากวัตถุประสงค์ของการศึกษาครั้งนี้ต้องการพัฒนาเทคนิค MAS-RPA-DC ที่ใช้ในการตรวจหา

การกลายพันธุ์หลักของยีน rpoB ที่สัมพันธ์กับการดื้อยา Rifampicin การเก็บตัวอย่างจึงมุ่งเน้นไปที่

เชื้อที่ดื้อต่อยา Rifampicin เพ่ือใช้เป็นตัวอย่างที่มีการกลายพันธุ์ ดังนั้นสัดส่วนของตัวอย่างเชื้อดื้อยา

ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ จึงไม่สามารถสะท้อนอัตราความชุกและอุบัติการณ์ของเชื้อดื้อยาที่เกิดขึ้นจริง

ของหน่วยงานที่ให้ความอนุเคราะห์ตัวอย่าง DNA ได ้

ยา Rifampicin ถูกน ามาใช้เป็นยาต้านวัณโรคกลุ่มแรกร่วมกับยา Isoniazid ยา 

Pyrizinamide และยา Ethambutol การติดเชื้อวัณโรคดื้อยาหลายขนานเกิดจากเชื้อ  

M. tuberculosis ที่ดื้อต่อยา Rifampicin และยา Isoniazid ซึ่งเป็นยาต้านวัณโรคท่ีมีประสิทธิภาพดี

ที่สุดพร้อมกัน อย่างไรก็ตามการดื้อต่อยา Rifampicin มากกว่า 90% มักส่งผลให้มีการดื้อต่อยา 

Isoniazid ร่วมด้วยในภายหลงั (3) จากรายงานของ WHO พ.ศ. 2563 พบว่าในบรรดาผู้ที่ติดเชื้อวัณ

โรคดื้อยา Rifampicin ประมาณ 78% จะพัฒนากลายไปเป็นผู้ป่วยที่ติดเชื้อวัณโรคดื้อยาหลายขนาน 

(1) สาเหตุหลักท่ีท าให้ M. tuberculosis ดื้อยา Rifampicin เกิดจากการกลายพันธุ์เพียงต าแหน่ง

เดียวของยีน rpoB (4) โดยเฉพาะอย่างยิ่งการกลายพันธุ์ภายใน 81 bp ณ บริเวณ RRDRs อัตราการ

กลายพันธุ์ตามธรรมชาติของยีน rpoB ของ M. tuberculosis มีค่าเท่ากับ 10-8–10-9 ซ่ึงต่ ากวา่อัตรา

การกลายพันธุ์ของยีนที่สัมพันธ์กับการดื้อยาชนิดอื่น (เช่น ยีน katG มีอัตราการกลายพันธุ์เท่ากับ10-
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6–10-8 ) ดังนั้นหากเชื้อมีการกลายพันธุ์ของ rpoB จึงมีโอกาสพบการกลายพันธุ์ของยีนอ่ืนตามไปด้วย 

(88) ด้วยเหตุผลทั้งหมดดังกล่าวข้างต้นจึงสามารถใช้ยา Rifampicin เป็นตัวแทน (Surrogate 

marker) ในการตรวจวินิจฉัยวัณโรคดื้อยาหลายขนาน (3) ดังนั้นเทคนิคทางอณูชีววิทยาที่ตรวจหา

การกลายพันธุ์ของยีน rpoB ซึ่งสัมพันธ์กับการดื้อยา Rifampicin เช่น เทคนิค Xpert MTB/RIF จึง

ถูกน ามาใช้ในวินิจฉัยวัณโรคดื้อยาหลายขนานได้เช่นเดียวกัน (11) และเป็นที่มาของการพัฒนาเทคนิค 

MAS-RPA-DC ในการศึกษาครั้งนี้ 

การหาล าดับเบสด้วยเทคนิค Sanger DNA Sequencing เพ่ือหาการกลายพันธุ์ภายของยีน 

rpoB บริเวณ RRDRs ขนาด 81 bp ซ่ึงครอบคลุมโคดอน 459 ถึง 604 ของเชื้อ M. tuberculosis 

ได้ถูกวิเคราะห์กับเชื้อทั้งหมด 141 ตัวอย่าง ในกลุ่มตัวอย่างของเชื้อที่ทราบผลความไวต่อยา 

Rifampicin จ านวน 125 ตัวอย่าง พบว่าเชื้อที่ไวต่อยาเกือบทั้งหมด (34 จาก 36 ตัวอย่าง) ไม่มีการ

กลายพันธุ์ของยีน rpoB ยกเว้นเชื้อจ านวน 2 ตัวอย่าง ซึ่งมีการกลายพันธุ์ที่โคดอน 511 จ านวน 1 

ตัวอย่าง และมีการกลายพันธุ์ 4 ต าแหน่งร่วมกันที่โคดอน 490 494 517 และ 527 จ านวน 1 

ตัวอย่าง โดยทั่วไปการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 511 พบได้ว่ามีความสัมพันธ์กับการดื้อยา 

Rifampicin ในระดับต่ า แต่จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าเชื้อที่มีการกลายพันธุ์ต าแหน่งโคดอน

ดังกล่าว มีโอกาสพบผลการทดสอบเป็นเชื้อมีความไวต่อยา Rifampicin ซึ่งถือเป็นผลการทดสอบที่ที่

ผิดพลาด เมื่อท าการทดสอบด้วยเครื่องวิเคราะห์อัตโนมัติที่ใช้อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว เชน่ 

BACTECTM MGIT 960 (89) การกลายพันธุ์ 4 ต าแหน่งร่วมกันที่โคดอน 490 494 517 และ 527 

จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า มีเพียงการรายงานพบความสัมพันธ์ระหว่างการกลายพันธุ์ของต าแหน่ง

โคดอน 490 494 และ 517 กับความไวต่อยา Rifampicin ของเชื้อ M. tuberculosis อย่างไรก็ตาม

ไม่พบการศึกษาที่ระบุระดับความรุนแรงในการดื้อต่อยาดังกล่าว การกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 

490 สามารถพบได้ในเชื้อกลุ่มที่ไวและดื้อต่อยา Rifampicin โดยไม่พบการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่งโค

ดอนอื่นร่วมด้วย  (90) ในขณะที่การกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 494 และ 517 เคยมีการรายงานว่า

พบในเชื้อที่ดื้อต่อยา Rifampicin โดยไม่มีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอนอ่ืนร่วมด้วย (91) (92) 

อย่างไรก็ตามการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 527 เพียงต าแหน่งเดียว โดยไม่พบการกลายพันธุ์ร่วมที่

ต าแหน่งโคดอนอ่ืน ยังไม่เคยถูกพบในการศึกษาก่อนหน้า เนื่องจากมักพบการกลายพันธุ์ของโคดอน 

527 ร่วมกับต าแหน่งโคดอน 512 513 526 และ 531 ซึ่งเป็นต าแหน่งที่พบได้บ่อยว่ามีความสัมพันธ์

กับการดื้อยา Rifampicin อยู่แล้ว จึงท าให้ไม่สามารถสรุปได้ว่าโคดอน 527 สัมพันธ์กับการดื้อยา 
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Rifampicin หรือไม่ (93, 94) นอกจากนี้การทดสอบความไวต่อยาด้วยวิธีทางฟีโนไทป์ที่ได้จากเทคนิค 

BACTECTM MGIT 960 อาจให้ผลที่ไม่สอดคล้องกับความไวต่อยาจริงของเชื้อ ซึ่งเป็นข้อจ ากัดที่พบได้

ของการทดสอบด้วยเครื่องวิเคราะห์อัตโนมัติที่ใช้อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลวจากการศึกษาที่ผ่านมา 

(95) 

จากผลการศึกษาครั้งนี้เชื้อที่ดื้อยา Rifampicin ส่วนใหญ่ 93.3% (83 จาก 89 ตัวอย่าง) พบ

การกลายพันธุ์ของยีน rpoB บริเวณ RRDRs จากการวิเคราะห์ล าดับเบสด้วยเทคนิค Sanger DNA 

Sequencing ในขณะที่เชื้อ 6.7% (6 จาก 89 ตัวอย่าง) ไม่พบการกลายพันธุ์ดังกล่าว ทั้งนี้อาจมี

สาเหตุมาจากเชื้อมีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งอ่ืนของยีน rpoB เช่น ที่ N-terminal หรือ Cluster II 

region หรือการกลายพันธุ์ของยีนอื่นที่สัมพันธ์กับการดื้อยา Rifampicin รวมไปถึงการมีกลไกอ่ืนที่

ท าให้เชื้อดื้อต่อยา Rifampicin ได้ เช่น การจ าลองต าแหน่งเป้าหมายของยาท าให้ยาไม่จับกับ rpoB 

การถูกยีน rbpA เหนี่ยวน าให้ดื้อต่อยา ตัวยามีการเปลี่ยนแปลงรูปร่างหรือโครงสร้าง และตัวเชื้อมี

การเปลี่ยนแปลงความสามารถในการซึมผ่านของยา (37)  

การกลายพันธุ์ของยีน rpoB ที่สัมพันธ์กับการดื้อยา Rifampicin ที่พบส่วนใหญ่ เกิดขึ้น

ภายในบริเวณ RRDRs ระหว่างต าแหน่งโคดอนที่ 507-533 ท าให้เกิดกรดอะมิโนเกิดการเปลี่ยนแปลง 

(Missense mutation) โดยมีคุณสมบัติที่แตกต่างไปจากกรดอะมิโนเดิม (Non-conservative 

mutation) เช่น ขนาด ประจุ ความเป็นขั้ว โมเลกุลของหมู่เคมี และการเข้ากับน้ า (Hydropathy) ซ่ึง

ล้วนมีผลต่อ Backbone amide และหมู่ Carboxyl ของ β-subunit ของเอนไซม์ RNA 

polymerase ที่เป็นเป้าหมายส าคัญต่อการเข้าจับของยา Rifampicin ท าให้ยาไม่สามารถจับได้ 

ดังนั้นกระบวนการถอดรหัสของสารพันธุกรรมของเชื้อจึงยังคงด าเนินต่อไป ส่งผลให้เชื้อดื้อต่อยา 

Rifampicin ในระดับท่ีสูงขึ้น (96) ในการศึกษานี้เชื้อที่ดื้อยา Rifampicin ส่วนใหญ่ 93.3% (83 จาก 

89 ตัวอย่าง) พบการกลายพันธุ์ของยีน rpoB โดยต าแหน่งโคดอนที่พบมากท่ีสุดสามอันดับแรก เป็น

ต าแหน่งที่สอดคล้องกับรายงานอื่นในประเทศไทย (7) และในหลายประเทศทั่วโลก (43) ได้แก่ 

ต าแหน่งโคดอน 531 (ประมาณ 52.8 %) รองลงมาคือโคดอน 526 (ประมาณ 21.3 %) และโคดอน 

516 (ประมาณ 7.9%) ซึ่งการกลายพันธุ์ของทั้งสามโคดอนนี้ พบเฉพาะในเชื้อที่ดื้อยาเท่านั้นและท า

ให้เชื้อดื้อยา Rifampicin ในระดับสูง (41, 42) ดังนั้นต าแหน่งโคดอนดังกล่าวทั้งสามจึงเป็นที่นิยม

น ามาใช้วินิจฉัยการดื้อยา Rifampicin ของวัณโรคในปัจจุบัน รวมถึงน ามาใช้ในการพัฒนาเทคนิค 

MAS-RPA-DC ในการศึกษาครั้งนี้ ในขณะที่การกลายพันธุ์ของโคดอนอื่นที่พบในเชื้อที่ดื้อยา 
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Rifampicin ได้แก่ โคดอน 509 โคดอน 510 โคดอน 511 โคดอน 512 โคดอน 513 โคดอน 515 โค

ดอน 516 โคดอน 519 โคดอน 522 โคดอน 533 และโคดอน 562 ซึ่งพบได้ในอัตราความชุกท่ีต่ า

สอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้า (97) และสัมพันธ์กับการดื้อยา Rifampicin ในระดับต่ า (41) 

การกลายพันธุ์ที่พบของต าแหน่งโคดอน 531 โคดอน 526 และโคดอน 516 ทั้งหมด และ

ต าแหน่งโคดอนอ่ืนส่วนใหญ่ เป็นการกลายพันธุ์แบบแทนที่ของนิวคลีโอไทด์ ซึ่งเป็นสาเหตุหลักท่ีท า

ให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของเชื้อ M. tuberculosis ที่สัมพันธ์กับการดื้อยา Rifampicin  

(98-100) อย่างไรก็ตามในการศึกษาครั้งนี้พบการกลายพันธุ์แบบการเพิ่มข้ึนของของนิวคลีโอไทด์ ณ 

ต าแหน่งโคดอน 509 ของเชื้อเพียงจ านวน 2 ตัวอย่าง และไม่พบการกลายพันธุ์แบบการขาดหายของ

นิวคลีโอไทด์ การศึกษาก่อนหน้าพบว่า การแทนที่ของนิวคลีโอไทด์ การขาดหายหรือเพ่ิมข้ึนของนิ

วคลีโอไทด์สามารถท าให้เกิด Missense mutation ซึ่งเป็นสาเหตุของการดื้อต่อยา Rifampicin ของ

เชื้อ M. tuberculosis ได้ แต่รูปแบบการกลายพันธุ์ที่มักพบได้บ่อยที่สุดและน าไปสู่การดื้อยา คือ 

การกลายพันธุ์แบบแทนที่ของนิวคลีโอไทด์ (98, 100)   

จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่ารูปแบบการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ของเชื้อ M. tuberculosis 

ที่ต าแหน่งโคดอน 531 ส่วนใหญ่มักเป็น Serine531-Leucine (7, 43, 101) ซึ่งสอดคล้องกับ

การศึกษาครั้งนี้ ส่งผลให้กรดอะมิโนเปลี่ยนจาก Serine เป็น Leucine ซึ่งท าให้กรดอะมิโนจากเดิมที่

เป็น Polar uncharged side chain ขนาดเล็กมาก กลายเป็น Non-polar hydrophobic side 

chain ขนาดใหญ่ และยังพบรูปแบบการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 531 แบบอื่น ได้แก่ 

Serine531-Tryptophan Serine531-Phenylalnine และ Serine531-Glutamine รูปแบบการ

กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 526 มีความหลากหลายสูง โดยมีรูปแบบ Histidine526-Tyrosine ที่พบ

มากที่สุดสอดคล้องกับการศึกษาท่ีผ่านมา (7) และพบว่ายังเกี่ยวข้องกับการเปลี่ยนแปลงความหนา

ของผนังเซลล์ของเชื้อ  

M. tuberculosis ซึ่งส่งผลต่อความสามารถในการซึมผ่านเข้าออกของยา Rifampicin (102) และยัง

พบรูปแบบอ่ืนๆ ได้แก่ Histidine526-Aspartate Histidine526-Arginine Histidine526-Cysteine 

และ Histidine526-Serine ในขณะที่รูปแบบการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 516 ที่พบ ประกอบไป

ด้วย Aspartate516-Valine ซึ่งพบมากท่ีสุดและสอดคล้องกับการศึกษาที่ผ่านมา (7) รวมไปถึง

รูปแบบ Aspartate516-Tyrosine และ Aspartate516-Glycine การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนที่

เกิดข้ึนทั้งหมดที่ต าแหน่งโคดอน 531 โคดอน 526 และโคดอน 516 รวมไปถึงโคดอนอื่นๆ ใน
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การศึกษาครั้งนี้ ส่วนใหญ่เป็นผลมาจากการกลายพันธุ์แบบ Missense mutation ท าให้เกิด Non-

conservative mutation ที่กรดอะมิโนมีคุณสมบัติเปลี่ยนแปลงไปจากเดิม และมีผลท าให้เกิดการ

เปลี่ยนแปลงโครงสร้างของ β-subunit ของเอนไซม์ RNA polymerase ที่เป็นเป้าหมายของยา 

Rifampicin ท าให้ยาไม่สามารถจับได้ดังที่ได้อธิบายข้างต้น (100, 103) อย่างไรก็ตามที่ต าแหน่งโค

ดอน 517 527 และ 556 พบ การกลายพันธ์แบบ Silent mutation คือมีการเปลี่ยนแปลงของนิวคลี

โอไทด์แต่ไม่มีการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโน แต่เนื่องจากการกลายพันธุ์ของทั้ง 3 โคดอนดังกล่าว พบ

ร่วมกับการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่งโคดอนอ่ืนที่เป็นแบบ Missense mutation จึงยังคงท าให้เชื้อ  

M. tuberculosis มีการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างภายใน β-subunit ภายหลังเกิดการกลายพันธุ์ 

การศึกษาครั้งนี้ยังพบรูปแบบการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ที่สัมพันธ์กับการดื้อยา 

Rifampicin ส่วนใหญ่เป็นการกลายพันธุ์ของนิวคลีโอไทด์เพียงต าแหน่งเดียวซึ่งเป็นการกลายพันธุ์ที่

พบเป็นหลักทั่วโลก (104, 105)  โดยพบมากถึง 87.6% (78 จาก 89 ตัวอย่าง) และเกิดที่โคดอนที่พบ

บ่อยสามอันดับแรก ได้แก่ 531 โคดอน 526 และโคดอน 516 และโคดอนอื่นๆ ไดแ้ก่ โคดอน 513 โค

ดอน 522 และโคดอน 533 ในขณะที่พบการกลายพันธุ์ของนิวคลีโอไทด์แบบ 2 ต าแหน่งร่วมกัน

เท่ากับ 3.4% (3 จาก 89 ตัวอย่าง) ได้แก่ โคดอน 511 ร่วมกับ 562 โคดอน 512 ร่วมกับ 519 

จ านวน 1 ตัวอย่าง และโคดอน 515 ร่วมกับ 516 การศึกษาที่ผ่านมาของ Nguyen และคณะจาก

ประเทศเวียดนาม (106) พบการกลายพันธุ์แบบ 2 ต าแหน่งร่วมกันที่ต าแหน่งโคดอน 515 และ 516 

เช่นเดียวกับการศึกษานี้ ในขณะที่การศึกษาของ Marin และคณะ พบการกลายพันธุ์แบบ 2 ต าแหน่ง

ร่วมกัน ที่เกิดจากการขาดหายของนิวคลีโอไทด์ระหว่างต าแหน่งโคดอน 515 และ 516 (107) 

นอกจากนี้ยังพบการกลายพันธุ์แบบ 4 ต าแหน่งร่วมกันในเชื้อที่ดื้อยา Rifampicin เท่ากับ 2.2% (2 

จาก 89 ตัวอย่าง) ได้แก่ โคดอน 509 ร่วมกับ 510 511 และ 512 ซึ่งเป็นรูปแบบการกลายพันธุ์ร่วมที่

ยังไม่เคยมีการรายงานมาก่อน อย่างไรก็ตามการศึกษาของ Khosravi และคณะที่ผ่านมา (108) ได้พบ

รูปแบบการกลายพันธุ์แบบ 4 ต าแหน่งร่วมกัน ซึ่งคล้ายกับการศึกษาครั้งนี้ โดยเป็นการกลายพันธุ์ของ

ต าแหน่งโคดอน 509 ร่วมกับ 510 512 และ 513 ในเชื้อ M. tuberculosis ที่ดื้อยา Rifampicin 

ทั้งนี้การดื้อยา Rifampicin ขึ้นอยู่กับต าแหน่งของโคดอนที่กลายพันธุ์และไม่สัมพันธ์กับจ านวนสะสม

ของโคดอนที่กลายพันธุ์ของเชื้อ โดยหากพบว่ามีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน เช่น โคดอน 531 โค

ดอน 526 หรือโคดอน 516 แม้เพียงต าแหน่งเดียว ก็จะส่งผลให้เชื้อดื้อยา Rifampicin ได้ ในขณะที่

การกลายพันธุ์ร่วมกันหลายต าแหน่งไม่ได้แปรผันตรงกับค่า MIC ของยา Rifampicin ของเชื้อ  

M. tuberculosis (103)  
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การศึกษาครั้งนี้ยังพบการกลายพันธุ์แบบ 4 ต าแหน่งร่วมกันของโคดอน 490 ร่วมกับ 494 

517 และ 527 ในตัวอย่างเชื้อที่ไวต่อยา Rifampicin และเป็นรูปแบบการกลายพันธุ์ร่วมที่ยังไม่เคยมี

การรายงานมาก่อน อย่างไรก็ตามโคดอนแต่ละโคดอนข้างต้นได้เคยถูกพบและพบร่วมกับโคดอนอ่ืน

ในเชื้อที่ดื้อยา Rifampicin จากการศึกษาก่อนหน้าของ Nguyen และคณะ (106) Takawira และ

คณะ (90)  Wang และคณะ (92) และ Bostanabad และคณะ (93) นอกจากนี้ยังพบการกลายพันธุ์

แบบ 3 ต าแหน่งร่วมกันในการศึกษาครั้งนี้ (โคดอน 527 ร่วมกับ 533 และ 556) โดยพบในตัวอย่าง

เชื้อที่ไม่ทราบผลความไวต่อยา Rifampicin จึงไม่สามารถสรุปได้ว่ารูปแบบการกลายพันธุ์ดังกล่าวมี

ผลอย่างไรต่อความไวของยา 

หนึ่งในแนวทางการป้องกันและแก้ไขปัญหาการแพร่ระบาดของวัณโรคดื้อยาหลายขนาน คือ 

การตรวจวินิจฉัยที่สามารถเข้าถึงผู้ป่วยทุกคนให้ครอบคลุมมากที่สุด ซึ่งจะช่วยระบุสถานะของโรคใน

ผู้ป่วยแต่ละคน เพ่ือให้ได้รับการรักษาที่เหมาะสม การพัฒนาเทคนิคใหม่ทางอณูชีววิทยาส าหรับ

วินิจฉัยวัณโรคดื้อยาหลายขนาน ที่มีความไวและความจ าเพาะสูง มีขั้นตอนการทดสอบที่ไม่ซับซ้อน 

สามารถท าได้รวดเร็ว จึงเหมาะส าหรับ ห้องปฏิบัติการขนาดเล็กที่มีข้อจ ากัดเรื่องเครื่องมือที่จ าเพาะที่

ต้องบ ารุงรักษาอย่างต่อเนื่อง ซึ่งจะช่วยให้การวินิจวัณโรคดื้อยาหลายขนานสามารถเข้าถึงผู้ป่วย

ได้มากยิ่งข้ึน หนึ่งในเทคนิคทางอณูชีววิทยาที่มีคุณสมบัติดังกล่าวข้างต้น คือ เทคนิค Recombinase 

polymerase amplification (RPA) (54) ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้ได้อาศัยการเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรมภายใต้อุณหภูมิคงที่ของเทคนิคดังกล่าวร่วมกับ AS-primer ที่จ าเพาะต่อการกลายพันธุ์ของ

ยีน rpoB ที่ต าแหน่งโคดอน 531 โคดอน 526 และโคดอน 516 ของเชื้อ M. tuberculosis 

การศึกษานี้ได้ออกแบบ AS-primer ให้ล าดับเบสถัดจากต าแหน่งรองสุดท้ายมีการเพ่ิมล าดับเบสที่

ไม่ใช่คู่สม ซึ่งสามารถใช้วินิจฉัยการกลายพันธุ์แบบแทนที่ของนิวคลีโอไทด์ได้อย่างมีประสิทธิภาพ ใน

กรณีของการใช้ AS-primer เพ่ือวินิจฉัยการกลายพันธุ์แบบการเพ่ิมข้ึนหรือการขาดหายของนิวคลีโอ

ไทด์ จ าเป็นต้องอาศัยการออกแบบ Primer ให้มีล าดับเบสที่ไม่ใช่คู่สมหลายต าแหน่ง (Multiple 

base-pair mismatch) จึงจะสามารถตรวจพบการกลายพันธุ์รูปแบบดังกล่าวได้ (54) อย่างไรก็ตาม

การกลายพันธุ์หลักท่ีสัมพันธ์กับการดื้อยา Rifampicin ของเชื้อ M. tuberculosis เกิดจากการกลาย

พันธุ์แบบแทนที่ของนิวคลีโอไทด์ ในขณะที่การกลายพันธุ์รูปแบบอื่นพบได้ในอัตราที่ต่ ามาก ดังนั้น 

AS-primer ที่ถูกออกแบบขึ้นและใช้ในการศึกษาครั้งนี้ จึงมีประสิทธิภาพเพียงพอในการใช้วินิจฉัย

การกลายพันธุ์ของเชื้อ 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 139 

การศึกษาครั้งนี้ได้พัฒนาเทคนิค MAS-RPA ควบคู่ไปกับการตรวจสอบผลผลิตด้วยเทคนิค 

Dipstick Chromatography (DC) โดยสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการพัฒนาเทคนิค MAS-RPA-DC 

ในการศึกษาครั้งนี้พบว่าควรใช้ความเข้มข้นของ DNA ที่เหมาะสมที่ 40 ng ความเข้มข้นของ Primer 

rpoB516 เท่ากับ 0.05 µM rpoB526 เท่ากับ 0.07 µM rpoB531 เท่ากับ 0.10 µM rpoB reverse 

2 เท่ากับ 0.17 µM IS1081 Forward และ Reverse อย่างละ 0.15 µM ทั้งคู่ โดยท าปฏิกิริยาแบบ 

Multiplex ภายใต้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 30 นาที จากนั้นตรวจสอบผลผลิตด้วย 

Dipstick chromatography โดยใช้อัตราส่วนในการเจือจางผลผลิตเท่ากับ 12 เท่า ความเข้มข้นของ 

Dipstick modified developing buffer  เท่ากับ 180 mM  ปริมาตรของ Streptavidin-coated 

blue latex beads เท่ากับ 1 µl และจุ่มแถบตรวจเพื่ออ่านปฏิกิริยาเป็นเวลา 15 นาที การศึกษานี้

ได้ใช้ AS-primer ที่ถูกออกแบบโดย Singpanomchai และคณะ (14, 84) และเคยถูกน ามาใช้

วินิจฉัยวัณโรคดื้อยาหลายขนานด้วยปฏิกิริยา RPA แบบ Singleplex ร่วมกับการอ่านผลด้วยการเติม

สี SYBR ซึ่งพบว่ามีความไวและความจ าเพาะสูง โดยมีค่าความไวต่อ IS6110 และ IS1081 เท่ากับ 

97.95 % และ 99.32 % ตามล าดับ และมีค่าความจ าเพาะต่อ IS6110 และ IS1081 เท่ากับ 100 % 

อย่างไรก็ตามการท าปฏิกิริยาแบบ Singleplex อาศัยหลอดปฏิกิริยาทั้งหมดหลายหลอดและต้องดูด

สารละลายเพือ่เติมลงในหลอดปฏิกิริยาหลายครั้ง ท าให้เกิดความยุ่งยากในขั้นตอนการเตรียม

ปฏิกิริยา ดังนั้นในการศึกษานี้จึงพัฒนาปฏิกิริยาโดยใช้รูปแบบของ Multiplex ซึ่งสามารถเพ่ิม

ปริมาณสารพันธุกรรมของเป้าหมายที่สนใจหลายต าแหน่งพร้อมกันได้ในปฏิกิริยาเดียวกัน ท าให้ช่วย

ลดปริมาณงาน ใช้เวลาในการทดลองน้อยลง ลดค่าใช้จ่าย และลดความเสี่ยงของการปนเปื้อนจากการ

เติมสารละลายลงหลอดปฏิกิริยาหลายครั้ง อย่างไรก็ตามการออกแบบปฏิกิริยา RPA แบบ 

Multiplex ให้มีความเหมาะนั้น จ าเป็นต้องอาศัยสภาวะที่เหมาะสมที่แตกต่างจากปฏิกิริยาแบบ 

Singleplex เนื่องจากมีการใช้ Primer 2 คู่ ขึ้นไป ซึ่ง Primer แต่ละคู่ล้วนมีลักษณะเฉพาะตัวและมี

ประสิทธิภาพในการท าปฏิกิริยาที่แตกต่างกัน โดยเฉพาะอย่างยิ่ง Primer บางชนิดที่มีประสิทธิภาพ

ในการจับกับ DNA ต้นแบบมากกว่าชนิดอื่นๆ อาจส่งผลให้ค่าความไว (Sensitivity) ของผลผลิตจาก 

Primer ชนิดอื่นๆ ลดลง  (57, 109, 110) จึงเป็นสาเหตุให้ต้องมีการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสม

ก่อนเริ่มปฏิกิริยา เพ่ือช่วยป้องกันการแข่งกันจับโปรตีน Recombinase ของ Primer ซึ่งอาจมีผลท า

ให้เกิดการยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาของ Primer คู่อ่ืนๆ และน าไปสู่การลดลงของค่าความไวในปฏิกิริยา 

(62, 111) การพัฒนาเทคนิค MAS-RPA-DC ในครั้งนี้ ไม่ได้ท าการพิจารณาผลของการพัฒนาแต่ละ

สภาวะด้วยการทดสอบ Agarose gel electrophoresis เนื่องมาจากไม่สามารถสังเกตเห็นผลผลิตที่
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ชัดเจนได้บนแผ่นเจล จึงตรวจสอบผลของการพัฒนาแต่ละสภาวะด้วยแผ่นทดสอบ Dipstick 

chromatography เท่านั้น  

จากการศึกษาก่อนหน้าของ Singpanomchai และคณะ (112) ซึ่งท าการตรวจหาการกลาย

พันธุ์ของยีน rpoB ของเชื้อ M. tuberculosis ด้วยเทคนิค AS-RPA ได้ใช้ความเข้มข้นของดีเอ็นเอ

ต้นแบบเมื่อท าปฏิกิริยากับ IS1081 ยีน rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 เท่ากับ 0.1-0.2 ng แต่

การศึกษาครั้งนี้ใช้ DNA ต้นแบบที่มีความเข้มข้นสูงถึง 40 ng เนื่องจากเป็นการท าปฏิกิริยา RPA โดย

อาศัย Primer หลายคู่ในการท าปฏิกิริยาพร้อมกัน ท าให้มีความจ าเป็นต้องใช้ความเข้มข้นของ DNA 

ต้นแบบที่สูงขึ้น เพ่ือให้เพียงพอส าหรับการจับของ Primer ทั้ง 4 คู่ สอดคล้องกับการศึกษาของ 

Kanokudom และคณะ ซึ่งใช้เทคนิค MAS-RPA ในการวินิจฉัยยีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ 

Extended Spectrum Beta-Lactamase (ESBL) ของเชื้อ E. coli และใช้ความเข้มข้นของ DNA สงู

ถึง 50 ng (109) ในการศึกษาครั้งนี้ได้ท าการหาสภาวะที่เหมาะสมของความเข้มข้นสุดท้ายของ 

IS1081 Forward rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 Forward primer เท่ากับ 0.15 0.05 0.07 

และ 0.10 M ตามล าดับ IS1081 Reverse Primer และ rpoB Reverse 2 Primer เท่ากับ 0.15 

และ 0.17 M ตามล าดับ ซึ่งสอดคล้องกับที่บริษัทผู้ผลิตน้ ายา RPA ที่แนะน าให้ใช้ความเข้มข้นรวม

สุดท้ายของ Primer แต่ละข้าง ไม่เกิน 0.48 M มิฉะนั้นอาจท าให้ปริมาณของผลผลิตที่ได้ลดลงจน

ไม่สามารถตรวจสอบได้  โดยทั่วไปแล้วปฏิกิริยา RPA มีเวลาที่จ ากัดในการท าปฏิกิริยา โดยสารตั้งต้น

มักจะถูกใช้ไปภายในระยะเวลา 25 – 30 นาที และหากใช้เวลาเกินกว่า 30 นาที อาจส่งผลให้สารตั้ง

ต้นถูกใช้จนหมดก่อนเสร็จสิ้นปฏิกิริยา ทั้งนี้ยังข้ึนอยู่กับความเข้มข้นของ Primer ที่ใช้ ในการศึกษา

ครั้งนี้พบว่าที่ระยะเวลา 20 และ 25 นาที ไม่พบแถบผลผลิตบางแถบท าให้ไม่สามารถแยกแถบ

ผลผลิตบนแผ่นทดสอบได้อย่างชัดเจน อย่างไรก็ตามเม่ือท าการทดสอบที่ระยะเวลา 35 นาที พบว่า

เกิดแถบผลผลิตที่เป็นผลบวกปลอมบนแผ่นทดสอบควบคุมลบ ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงใช้เวลาที่ใช้

ในการบ่มปฏิกิริยา MAS-RPA เท่ากับ 30 นาที ส่วนอุณหภูมิที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา MAS-

RPA ของการศึกษาครั้งนี้อยู่ที่ 37 องศาเซลเซียส ซึ่งอยู่ในช่วงที่เหมาะสมตามท่ีบริษัทผู้ผลิตได้แนะน า

คือระหว่าง 37 – 42 องศาเซลเซียส เนื่องจากหากใช้อุณหภูมิที่สูงกว่านี้ในการท าปฏิกิริยาอาจท าให้

เอนไซม์ที่ใช้เสียประสิทธิภาพในการร่วมท าปฏิกิริยาและหากใช้อุณหภูมิที่ต่ ากว่าช่วงดังกล่าวจะท าให้
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ใช้ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยาที่นานขึ้น และอาจส่งผลให้สารตั้งต้นถูกใช้ไปหมดก่อนจบปฏิกิริยา 

(59) 

การอ่านผลผลิตบนแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography มีปัจจัยหลายประการที่ส่งผล

ต่อความถูกต้องและชัดเจนในการอ่านปฏิกิริยา MAS-RPA โดย Dipstick developing buffer มี

ส่วนประกอบหลักเป็นเกลือ (NaCl) และเนื่องจากผลผลิตจากการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมใน

การศึกษาครั้งนี้ เป็นผลผลิตที่เกิดจากปฏิกิริยาแบบ Multiplex จึงจ าเป็นต้องใช้ Dipstick 

developing buffer ประเภท Modified ที่มีส่วนประกอบของสารที่ช่วยยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาแบบ

ไม่จ าเพาะจากการท าปฏิกิริยาที่อาศัย Primer หลายคู่ โดยความเข้มข้นของ Dipstick developing 

buffer เบื้องต้นที่บริษัทผู้ผลิตแนะน าเท่ากับ 150 mM อย่างไรก็ตามหากยังคงพบแถบผลผลิตที่เป็น

ผลบวกปลอมสามารถลดความเข้มข้นของ Dipstick developing buffer ลงได้ และในทางกลับกัน

หากการปรากฏของแถบผลผลิตไม่ชัดเจนสามารถเพ่ิมความเข้มข้นของ Dipstick developing 

buffer ได้เช่นกนั ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงเพ่ิมความเข้มข้นของ Dipstick modified developing 

buffer เป็น 180 mM  ซึ่งสูงกว่าความเข้มข้นเบื้องต้นที่บริษัทแนะน า ซึ่งให้ความชัดเจนในการอ่าน

แถบผลผลิตได้มากกว่า ในขณะที่ปริมาตรของ Streptavidin-coated blue latex beads ที่ใช้ใน

การศึกษาครั้งนี้เท่ากับ 1 l ซึ่งเป็นปริมาตรต่ าที่สุดที่บริษัทผู้ผลิตแนะน า โดยสามารถอ่านแถบ

ผลผลิตบนแผ่นทดสอบได้ชัดเจน และช่วยลดแถบผลผลิตซึ่งเป็นผลบวกปลอมได้มากกว่าที่ปริมาตร 2 

µl ในกรณีของการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยวิธี Isothermal amplification เช่น เทคนิค RPA 

ควรเจือจางผลผลิตด้วย TE Buffer หรือน้ าที่อัตราส่วน 5-10 เท่า โดยในการศึกษาครั้งนี้มีอัตราส่วน

การเจือจางของผลผลิตต่อน้ าที่เหมาะสมอยู่ที่ 12 เท่า (1 : 11) ซึ่งเป็นอัตราส่วนเจือจางที่มากกว่าที่

บริษัทแนะน า เนื่องมาจากการเจือจางในอัตราส่วนที่น้อยกว่านี้ ยังคงสังเกตเห็นผลบวกปลอมที่แถบ

ควบคุมลบ ในขณะที่อัตราส่วนเจือจางที่ 12 เท่านี้ ส่งผลให้การอ่านผลผลิตมีความชัดเจนที่สุดและ

สามารถก าจัดผลบวกปลอมที่แถบควบคุมลบไปได้ ส าหรับระยะเวลาที่เหมาะสมในการอ่านปฏิกิริยา

อยู่ที่ 15 นาที ซึ่งเป็นเวลาที่สอดคล้องกับที่บริษัทแนะน าภายใน 5 – 15 นาที ในขณะที่ที่ระยะเวลา 

5 และ 10 นาที สามารถมองเห็นแถบผลผลิตได้เช่นกันแต่ไม่สามารถมองเห็นด้วยตาเปล่าได้ชัดเจน

เท่ากับการอ่านปฏิกิริยาที่ระยะเวลา 15 นาที (113) ความเข้มข้นที่ต่ าท่ีสุดของ DNA ที่ใช้ในการท า

ปฏิกิริยา MAS-RPA-DC เมื่อวินิจฉัยด้วย IS1081 พบว่าเท่ากับ 0.1 ng ซ่ึงต่ ากวา่ยีน rpoB516 

rpoB526 และยีน rpoB531 ที่ใช้ความเข้มข้นที่ต่ าที่สุดที่สามารถท าปฏิกิริยาได้เท่ากับเท่ากับ 1 ng 
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สอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้าของ Singpanomchai และคณะ (112) ที่ท าการวินิจฉัยการกลาย

พันธุ์ของยีน rpoB ในเชื้อ M. tuberculosis ที่ดื้อต่อยา Rifampicin ที่มีค่าความเข้มข้นที่ต่ าท่ีสุดของ 

DNA ในการท าปฏิกิริยา AS-RPA ที่ตรวจสอบผลผลิตด้วย SYBR green I เมื่อวินิจฉัยด้วย IS1081 

พบว่ามีค่าเท่ากับ 0.05 ng ซ่ึงต่ ากวา่ยีน  rpoB516 rpoB526 และยีน rpoB531 ที่มีค่าความเข้มข้น

ที่ต่ าท่ีสุดเท่ากับ 5 ng การที่ยีน rpoB516 rpoB526 และยีน rpoB531 มีค่าความเข้มข้นที่ต่ าที่สุด

ของ DNA สูงกว่า IS1081 อาจเป็นผลมาจากธรรมชาติของยีน rpoB ที่พบเพียงจ านวน 1 Copy บน

โครโมโซมของเชื้อ ในขณะที่ IS1081 สามารถพบได้สูงถึง 5-7 Copies จึงท าให้แม้มีปริมาณ DNA 

ต้นแบบที่น้อยกว่าก็สามารถตรวจพบได้ (114, 115) รวมไปถึงการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมแบบ 

Multiplex ที่จ าเป็นต้องอาศัยความเข้มข้นของ DNA ต้นแบบที่สูงกว่าปฏิกิริยาแบบ Singleplex เพ่ือ

ปรับสมดุลระหว่าง primer ที่ใช้ท าปฏิกิริยามากกว่า 1 คู่ ต่อ DNA ต้นแบบและช่วยเพิ่มโอกาสให้ 

Primer ได้เข้าจับกับ DNA ต้นแบบได้มากข้ึน (116) การศึกษาของ Kanokudom และคณะ ได้ตรวจ

วินิจฉัยยีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ของเชื้อ E. coli โดยใช้เทคนิค Multiplex-RPA-DC และ

พบว่ามีค่าความเข้มข้นที่ต่ าที่สุดของ DNA เท่ากับ 2.5 ng โดยค่าความเข้มข้นที่ต่ าที่สุดของ DNA ใน

การท าปฏิกิริยาอาจขึ้นอยู่กับจ านวน Primer ที่ใช้ การจับกันเองภายในสายของ Primer และ

ประสิทธิภาพในการจับกับ DNA ต้นแบบของ Primer แต่ละชนิดซึ่งแตกต่างกันไปในแต่ละการ

ทดลอง (109)  

ความจ าเพาะของเทคนิค MAS-RPA-DC จากการทดสอบปฏิกิริยาข้ามกลุ่ม (Cross 

reaction) เมื่อใช้ Primer rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 ท าปฏิกิริยากับ DNA ต้นแบบของเชื้อ 

Mycobacterium สายพันธุ์อ่ืนที่ไม่ใช่ M. tuberculosis และเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ที่มักพบการก่อ

โรคในระบบทางเดินหายใจ ได้แก่ ได้แก่ Mycobacterium bovis, Mycobacterium avium, 

Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium gordonae, Mycobacterium kansasii, 

Pseudomonas aeruginosa, Moraxella cattarrhalis, Streptococcus pneumoniae, 

Streptococcus pyogenes, Klebsiella pneumoniae, Haemophilus influenzae และ 

Acinetobacter baumannii  พบว่าไม่ท าให้เกิดปฏิกิริยาข้ามกลุ่มกับแบคทีเรีย 11 สายพันธุ์เหล่านี้ 

อย่างไรก็ตามพบว่ามี DNA ของเชื้อแบคทีเรีย 1 สายพันธุ์ที่ไม่สามารถแยกได้ด้วยเทคนิค MAS-RPA-

DC ได้อย่างชัดเจนกับ DNA ของ M. tuberculosis ต้นแบบ คือ M. bovis เนื่องจากพบแถบผลผลิต

ขึ้นบนแผ่นทดสอบทั้งหมด 4 แถบ รวมถึงแถบ IS1081 ซึ่งใช้จ าแนกเชื้อ M. tuberculosis ออกจาก
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เชื้อแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ ทั้งนี้มีสาเหตุมาจาก M. bovis เป็นเชื้อที่อยู่ในกลุ่ม Mycobacterium 

tuberculosis complex เช่นเดียวกันกับ M. tuberculosis มีความใกล้เคียงกันทางพันธุศาสตร์เป็น

อย่างมาก (117) ท าให้ Primer สามารถเข้าจับและท าปฏิกิริยากับ IS1081 ได้ทั้งคู่ (118) ดังนั้นเมื่อ

น า M. bovis มาเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วย IS1081 ในการศึกษาครั้งนี้จึงสามารถเกิดปฏิกิริยา

แบบข้ามกลุ่มกันได้ อย่างไรก็ตามในการจ าแนกแบคทีเรียทั้ง 2 ชนิดข้างต้นออกจากกันสามารถ

จ าแนกโดยใช้ลักษณะและอัตราการเติบโตของเชื้อ การทดสอบทางปฏิกิริยาเคมี (117) หรือการ

วิเคราะห์ล าดับเบส (119) จากการศึกษาก่อนหน้าที่วินิจฉัยวัณโรคด้วยเทคนิค Xpert MTB/RIF 

Ultra โดยใช้ IS1081 ในการช่วยเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม ไม่สามารถแยกวินิจฉัยได้ถึงสายพันธุ์ 

และแปลผลการทดสอบเพ่ือวินิจฉัยเป็นเชื้อในกลุ่ม Mycobacterium tuberculosis complex 

เท่านั้น (120)  

เทคนิค MAS-RPA-DC สามารถวินิจฉัยเชื้อ M. tuberculosis ได้ถูกต้องทั้งหมดกับตัวอย่าง

ที่น าทดสอบ 141 ตัวอย่าง ซึ่งให้ผลสอดคล้องกับเทคนิค MPT 64 SD Bioline TB Ag MPT64 

Rapid test และเทคนิคการหาล าดับเบสจากการวินิจฉัยเชื้อเบื้องต้นโดยห้องปฏิบัติการที่ให้ความ

อนุเคราะห์เชื้อ โดยแปลผลจากการตรวจสอบพบแถบยีน IS1081 บนแถบตรวจ ในขณะที่การวินิจฉัย

ว่าเชื้อ M. tuberculosis ดื้อต่อยา Rifampicin จะอาศัยการแปลผลว่าเป็นเชื้อ M. tuberculosis 

โดยดูจากแถบผลผลิตยีน IS1081 ร่วมกับแถบยีน rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 ทั้งนี้หากไม่

พบแถบของยีนใดยีนหนึ่ง หมายถึง ยีนเกิดการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่งโคดอนดังกล่าว ซึ่งสัมพันธ์กับ

การดื้อยา Rifampicin เทคนิค MAS-RPA-DC มีความไว ความจ าเพาะ ค่าท านายผลบวก และค่า

ท านายผลลบที่สูง ในการวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ที่ต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 

เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค Sanger DNA Sequencing ในเชื้อจ านวน 141 ตัวอย่าง โดยที่ต าแหน่ง

โคดอน 516 มีค่าเท่ากับ 100% 95.5% 60% และ 100% ตามล าดับ ที่ต าแหน่งโคดอน 526 มีค่า

เท่ากับ 70% 97.5% 82.4% และ 92.5% ตามล าดับ และที่ต าแหน่งโคดอน 531 มีค่าเท่ากับ 98.2% 

97.7% 96.5% และ 98.8% ตามล าดับ โดยการวินิจฉัยต าแหน่งโคดอน 531 มีค่าความสอดคล้องอยู่

ในเกณฑ์ดีมาก ในขณะที่ของต าแหน่งโคดอน 526 และ 516 อยู่ในเกณฑ์ดี จะเห็นได้ว่าการวินิจฉัย

การกลายพันธุ์ที่มีค่าความไวมากท่ีสุดคือ ที่ต าแหน่งโคดอน 516 (100%) รองลงมาคือโคดอน 531 

(98.2%) และน้อยที่สุดคือโคดอน 526 (70%) ทั้งนี้ค่าความไวของต าแหน่งโคดอน 526 ที่ลดลงมี

สาเหตุมาจากการพบตัวอย่างที่ให้ผลลบปลอมจากเทคนิค MAS-RPA-DC ที่เพ่ิมขึ้นมากถึง 6 ตัวอย่าง 
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ขัดแย้งกับการศึกษาก่อนหน้าของ Singpanomchai และคณะที่พบความไวในการวินิจฉัยยีน 

rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 ด้วย AS-RPA เท่ากับ 100% ทั้ง 3 ยีน (112) ทั้งนี้อาจมีผลมา

จากประสิทธิภาพที่ลดลงของ rpoB526 Primer ซึ่งต้องมีการแข่งขันกันจับ DNA ต้นแบบกับ Primer 

อ่ืนๆ ในปฏิกิริยาแบบ Multiplex-RPA ซึ่งเป็นปฏิกิริยาที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ ในขณะที่การวินิจฉัย

การกลายพันธุ์ที่มีค่าความจ าเพาะมากที่สุดคือโคดอน 531 และ โคดอน 526 (97.7% และ 97.5% 

ตามล าดับ) และน้อยที่สุดคือโคดอน 516 (95.5%) การศึกษาก่อนหน้าของ Singpanomchai และ

คณะพบความจ าเพาะในการวินิจฉัยยีน rpoB516 rpoB526 และ rpoB531 ด้วย AS-RPA เท่ากับ 

100% ทั้ง 3 ยีน (112) โดยค่าความจ าเพาะของโคดอน 516 ที่ลดลงมีสาเหตุมาจากการพบตัวอย่างที่

มีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอนอื่นๆ ทั้งภายในและนอกบริเวณ RRDRs ซึ่งพบการหายไปของแถบ

ผลผลิตที่ต าแหน่ง 516 โดยพบตัวอย่างเหล่านี้มากถึง 6 ตัวอย่าง ทั้งนี้ค่าท านายผลบวกของต าแหน่ง

โคดอน 516 ที่ลดลงเป็นผลเนื่องมาจากผลบวกปลอมที่เพ่ิมข้ึนมากถึง 6 ตัวอย่างดังที่ได้กล่าวไป

ข้างต้น รวมไปถึงค่าท านายผลลบที่น้อยลงของโคดอน 526 มีสาเหตุมาจากการเพ่ิมข้ึนของตัวอย่างที่

ให้ผลลบปลอม 6 ตัวอย่าง ดังที่ได้อธิบายไปข้างต้นเช่นเดียวกัน อย่างไรก็ตามการศึกษานี้ไม่สามารถ

วิเคราะห์หาล าดับเบสซ้ าเพ่ือทวนสอบผลเพื่อยืนยันความถูกต้อง เนื่องจากตัวอย่าง DNA ต้นแบบ

เหลือไม่เพียงพอต่อการทดสอบ  

เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบเทคนิค MAS-RPA-DC กับการทดสอบความไวต่อยา Rifampicin 

ด้วยเทคนิค BACTEC MGIT 960 ซึ่งเป็นวิธีทางฟีโนไทป์ กับตัวอย่างจ านวน 125 ตัวอย่าง พบว่า

เทคนิค MAS-RPA-DC มีความไว ความจ าเพาะ ค่าท านายผลบวก ค่าท านายผลลบ เท่ากับ 79.78% 

100% 100% และ 66.67% ตามล าดับ และมีค่าความสอดคล้องอยู่ในเกณฑ์ดี ในขณะที่เมื่อน าการ

วินิจฉัยการกลายพันธุ์ด้วยเทคนิคการหาล าดับเบสเปรียบเทียบกับเทคนิค BACTEC MGIT 960 พบว่า

มีความไว ความจ าเพาะ ค่าท านายผลบวก ค่าท านายผลลบ เท่ากับ 93.26 % 94.44 % 97.65 % 

และ 85 % ตามล าดับ และมีค่าความสอดคล้องอยู่ในเกณฑ์ดีมาก ทั้งเทคนิค MAS-RPA-DC และ

เทคนิคการหาล าดับเบส เป็นวิธีทางอณูชีววิทยาที่ตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ที่สัมพันธ์กับ

การดื้อยา Rifampicin อย่างไรก็ตามเทคนิค MAS-RPA-DC มีความไวที่น้อยกว่าเทคนิคการหาล าดับ

เบส โดยไม่สามารถตรวจพบการกลายพันธุ์ของเชื้อที่ดื้อยา Rifampicin ได้ 18 ตัวอย่าง ในขณะที่

เทคนิคการหาล าดับเบสไม่สามารถตรวจพบการกลายพันธุ์ของเชื้อที่ดื้อยา Rifampicin ได้ 6 ตัวอย่าง 

ผลลบปลอมที่เกิดขึ้นท าให้ค่าความไวลดลงอาจเกิดจากการท าปฏิกิริยาแบบ Multiplex ซึ่งอาศัย 
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Primer หลายคู่ในปฏิกิริยาเดียวกัน ซึ่งส่งผลให้เกิดผลลบปลอมจากการยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาของ 

Primer แต่ละคู่ได้ (62, 111) นอกจากนี้เทคนิค MAS-RPA-DC สามารถตรวจสอบเฉพาะการกลาย

พันธุ์ที่บริเวณต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 ตามที่ได้ออกแบบ Primer ส าหรับใช้กับแผ่น

ทดสอบในการศึกษานี้เท่านั้น จึงไม่สามารถตรวจพบเชื้อที่มีการกลายพันธุ์อยู่นอกบริเวณต าแหน่งโค

ดอนดังกล่าวทั้งสาม อย่างไรก็ตามเมื่อทดสอบพิจารณาเฉพาะตัวอย่างเชื้อ  M. tuberculosis ที่มีผล

ความไวต่อยา Rifampicin และมีการกลายพันธุ์เฉพาะในต าแหน่งโคดอน 516 526 และ 531 พบว่า 

MAS-RPA-DC มีผลลบปลอมที่ลดลงจาก 18 ตัวอย่างเหลือเพียง 5 ตัวอย่าง ส่งผลให้มีความไว 

ความจ าเพาะ ค่าท านายผลบวก ค่าท านายผลลบ เพ่ิมขึ้นเป็น 93.24 % 100 % 100% และ 87.18 

% ตามล าดับ และมีค่าความสอดคล้องเพ่ิมขึ้นอยู่ในเกณฑ์ดีมาก อย่างไรก็ตามหากท าการทดสอบใน

ความเป็นจริงจะไม่สามารถคาดการณ์ได้ว่า ตัวอย่างที่น ามาทดสอบมีการกลายพันธุ์เพียงในต าแหน่ง

โคดอน 516 526 และ 531  หรือมีการกลายพันธุ์นอกต าแหน่งโคดอนดังกล่าวทั้งสาม ดังนั้น

การศึกษาเพ่ิมเติมในอนาคตควรพัฒนาเทคนิค MAS-RPA-DC ให้ครอบคลุมการวินิจฉัยการกลายพันธุ์ 

ณ ต าแหน่งโคดอนอ่ืน นอกเหนือจากโคดอน 516 526 และ 531 เพ่ือลดโอกาสการเกิดผลลบปลอม

ให้ได้มากที่สุด นอกจากนี้ยังพบว่าเทคนิค MAS-RPA-DC มีความจ าเพาะที่สูงกว่าเทคนิคการหาล าดับ

เบสเล็กน้อย เนื่องจากตรวจไม่พบการกลายพันธุ์ในเชื้อที่ไวต่อยา Rifampicin หรือผลบวกปลอม 

ในขณะที่เทคนิคการหาล าดับเบสตรวจพบจ านวน 2 ตัวอย่าง ทั้งนี้อาจมีสาเหตุมาจากเทคนิค MAS-

RPA-DC อาศัยการตรวจการกลายพันธุ์ของยีนที่โคดอนที่พบได้บ่อยเพียง 3 โคดอน ได้แก่ ต าแหน่งโค

ดอน 516 526 และ 531 เท่านั้น จึงไม่สามารถพบการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งอ่ืนนอกเหนือจากนี้ได้ 

นอกจากนี้การกลายพันธุ์ทั้ง 3 โคดอนดังกล่าวมักส่งผลให้เชื้อดื้อยาต่อยา Rifampicin เท่านั้น   

เทคนิค MAS-RPA-DC ที่พัฒนาขึ้นสามารถตรวจคัดกรองหาการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ที่

ต าแหน่งโคดอนที่ส าคัญและสัมพันธ์กับการดื้อยา Rifampicin ของเชื้อ M. tuberculosis ได้ด้วยตา

เปล่าพร้อมกันทั้ง 3 ยีน ได้แก่ ยีน rpoB516 ยีน rpoB526 และยีน rpoB531 โดยไม่ต้องอาศัย

เครื่องมือที่ซับซ้อนในการตรวจวินิจฉัย อย่างไรก็ตามจากการศึกษาครั้งนี้พบข้อจ ากัดบางประการที่

อาจส่งผลต่อประสิทธิภาพโดยรวมของการทดลอง เช่น การเกิดผลบวกปลอมบนแผ่นทดสอบเป็นบาง

ระยะ เนื่องจากปฏิกิริยาที่ใช้ในการทดสอบอาศัย AS-primer ซึ่งอาจมีประสิทธิภาพในการเข้าจับกับ 

DNA ต้นแบบไม่เท่ากัน ร่วมกับการใช้ปฏิกิริยาแบบ Multiplex ซึ่งอาศัย Primer หลายคู่ในการท า

ปฏิกิริยา จึงจ าเป็นต้องอาศัยการดูดสารละลายอย่างแม่นย าเพ่ือให้มีอัตราส่วนและความเข้มข้นที่
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เหมาะสมเท่ากันในทุกครั้ง  การศึกษาเพ่ิมเติมในอนาคตควรท าการการหาสภาวะที่เหมาะสมของ 

Primer แต่ละคู่ โดยปรับเพ่ิมจ านวน Primer คู่อ่ืนเข้ารวมกับ Primer ชุดที่ได้สภาวะที่เหมาะสมทีละ

ชุดจนครบทุกชุด หลักจากนั้นจึงปรับอัตราส่วนของ Primer ทุกตัวที่ใช้ให้เข้ากันในปฏิกิริยาเดียว (57) 

นอกจากนี้แผ่นทดสอบที่ใช้ตรวจหาผลผลิตจาก MAS-RPA ไม่มีแถบควบคุมคุณภาพ (Control line) 

ท าให้หากเกิดกรณีท่ีไม่พบแถบผลผลิตบนแผ่นทดสอบจะไม่สามารถระบุได้ชัดเจนว่ามีสาเหตุมาจาก

ความผิดพลาดของแผ่นทดสอบหรือความผิดพลาดจากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม ดังนั้นควรมีการ

ก าหนดให้มีแถบควบคุมคุณภาพให้อยู่บนแผ่นทดสอบเพื่อให้การตรวจวิเคราะห์มีประสิทธิภาพและ

ความน่าเชื่อถือสูงที่สุด 
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บทที่ 6 
สรุปผลการทดลอง 

 
 การศึกษาครั้งนี้วิเคราะห์ล าดับเบสของยีน rpoB บริเวณ RRDRs ของเชื้อ M. tuberculosis 
จ านวนทั้งสิ้น 141 ตัวอย่าง แบ่งเป็นเชื้อจ านวน 16 ตัวอย่างที่ไม่มีผลความไวต่อยา Rifampicin ด้วย
วิธีฟีโนไทป์ และเชื้อจ านวน 125 ตัวอย่างที่มีผลความไวต่อยา Rifampicin ด้วยวิธีฟีโนไทป์ โดยใน 
125 ตัวอย่าง พบเชื้อที่ดื้อยา Rifampicin จ านวน 89 ตัวอย่าง ซึ่งต าแหน่งโคดอนที่พบว่ามีการกลาย
พันธุ์มากที่สุด 3 อันดับแรกในเชื้อที่ดื้อยา Rifampicin ได้แก่ โคดอน 531 (52.8 %) โคดอน 526 
(21.3 %) และโคดอน 516 (7.3 %) ในขณะที่ต าแหน่งโคดอนอื่นที่พบว่าสัมพันธ์กับการดื้อยา 
Rifampicin แต่พบในอัตราความชุกที่ต่ า ได้แก่ โคดอน 513 โคดอน 515 โคดอน 516 โคดอน 519 
และโคดอน 562 (โคดอนละ 1.1 %) โคดอน 509 โคดอน 510 โคดอน 522 และโคดอน 533 (โค
ดอนละ 2.2 %) และโคดอน 511 และโคดอน 512 (โคดอนละ 3.4 %) ตัวอย่างที่ดื้อต่อยา 
Rifampicin ส่วนใหญ่พบการกลายพันธุ์ที่เกิดจากการเปลี่ยนแปลงของนิวคลีโอไทด์เพียงหนึ่งต าแหน่ง
ด้วยการแทนท่ี ซึ่งท าให้เกิดการกลายพันธุ์ที่เรียกว่า Missense mutation หรือการกลายพันธุ์ที่ท าให้
กรดอะมิโนเกิดการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติไปจากเดิม ส่งผลต่อเป้าหมายของยาที่เปลี่ยนไปและส่งผล
ให้เกิดการดื้อยา Rifampicin ในที่สุด  โดยการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 531 พบการกลายพันธุ์ 4 
รูปแบบ โดยรูปแบบที่พบมากที่สุดคือ Serine531-Leucine ต าแหน่งโคดอน 526 พบการกลายพันธุ์ 
5 รูปแบบ โดยรูปแบบที่พบมากท่ีสุดคือ Histidine526-Tyrosine และต าแหน่งโคดอน 516 พบการ
กลายพันธุ์ 3 รูปแบบ โดยรูปแบบที่พบมากที่สุดคือ Aspartate516-Valine ในขณะที่การกลายพันธุ์ที่
ต าแหน่งโคดอนอ่ืนพบเพียงอุบัติการณ์ต่ า   

 สภาวะที่เหมาะส าหรับการพัฒนาเทคนิค MAS-RPA-DC เพ่ือวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีน 

rpoB ใช้ความเข้มข้นของ DNA ต้นแบบ 40 ng ความเข้มข้นของ Primer rpoB 516 เท่ากับ 0.05 

M rpoB 526 เท่ากับ 0.07 M rpoB 531 เท่ากับ 0.10 M rpoB reverse 2 เท่ากับ 0.17 M 

IS1081 Forward และ Reverse อย่างละ 0.15 M ทั้งคู่ อุณหภูมิที่ใช้ตลอดปฏิกิริยา MAS-RPA 

คือ 37 องศาเซลเซียส โดยใช้ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยา 30 นาที ขั้นตอนการตรวจสอบผลผลิต

จากปฏิกิริยา MAS-RPA ด้วย Dipstick chromatography ใช้อัตราส่วนในการเจือจางผลผลิตเท่ากับ 

12 เท่า ความเข้มข้นของ Dipstick modified developing buffer  เท่ากับ 180 mM  ปริมาตรของ 

Streptavidin-coated blue latex beads เท่ากับ 1 µl และระยะเวลาส าหรับการอ่านผลด้วยตา

เปล่าจาก Dipstick chromatography คือ 15 นาที เทคนิค MAS-RPA-DC ที่พัฒนาขึ้นสามารถ
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ตรวจสอบ DNA ที่น้อยที่สุดได้เท่ากับ 0.1 ng ส าหรับ IS1081 และเท่ากับ  1 ng ส าหรับยีน 

rpoB516 rpoB526 และยีน rpoB531 และไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกลุ่มกับเชื้อ K. pneumoniae, S. 

pyogenes, P. aeruginosa, A. baumannii, S. pneumoniae, H. influenzae, M. catarrhalis, 

M. avium, M. kansasii, M. gordonae และ M. intracellulare  

เทคนิค MAS-RPA-DC สามารถวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ที่ต าแหน่งโคดอน 516 
โคดอน 526 และโคดอน 531 ได้ โดยเมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค Sanger DNA sequencing พบว่ามี
ค่าความไวเท่ากับ 100% 70% และ 98.2% ตามล าดับ ค่าความจ าเพาะเท่ากับ 95.5% 97.5% และ 
97.7% ตามล าดับ ค่าท านายผลบวก เท่ากับ 60% 82.4% และ 96.5% ตามล าดับ และค่าท านายผล
ลบเท่ากับ 100% 95.2% และ 98.8% ตามล าดับ โดยมีค่าความสอดคล้องอยู่ในเกณฑ์ดีถึงดีมาก 
อย่างไรก็ตามเมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค Bactec MGIT 960 พบว่ามีค่าความไวเท่ากับ 83.2% ค่า
ความจ าเพาะและค่าท านายผลบวกเท่ากับ 100% และค่าท านายผลลบเท่ากับ 70.6% โดยมีค่าความ
สอดคล้องอยู่ในเกณฑ์ดี 

ทั้งนี้เทคนิค MAS-RPA-DC เป็นการท าปฏิกิริยาแบบ Multiplex จึงสามารถลดขั้นตอนการ 

ปิเปตสารและสามารถเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมที่เป็นเป้าหมายได้หลายต าแหน่งในเวลาเดียวกัน 

นอกจากนี้ยังอาศัยการท าปฏิกิริยาที่ 37 องศาเซลเซียสตลอดทั้งปฏิกิริยา จึงใช้เพียงกล่องควบคุม

อุณหภูมิ การตรวจสอบผลผลิตด้วยแผ่นทดสอบ Dipstick chromatography ช่วยท าให้ลดขั้นตอน 

อุปกรณ์ในการอ่านผลของปฏิกิริยาน้อยลง อ่านผลง่ายและรวดเร็วมากขึ้น ดังนั้นเทคนิค MAS-RPA-

DC จึงเป็นเทคนิคที่มีขั้นตอนในการทดสอบไม่ซับซ้อน ใช้เวลารวดเร็ว ไม่ต้องอาศัยเครื่องมือจ าเพาะ

ที่มีราคาแพง สามารถอ่านผลได้ด้วยตาเปล่า และให้ผลการทดสอบที่น่าเชื่อถือ อย่างไรก็ตามในการ

น าไปใช้ตรวจวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของเชื้อ M. tuberculosis ที่ส่ งผลให้ เกิดการดื้อต่อยา 

Rifampicin ส าหรับงานภาคสนามหรือห้องปฏิบัติการขนาดเล็ก ควรท าการศึกษาเพ่ิมเติมกับ DNA ที่

สกัดได้จากสิ่งส่งตรวจโดยตรง รวมไปถึงการพัฒนาเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพของเทคนิ คให้ดียิ่งขึ้นใน

อนาคต  
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